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BET 96/884 

See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
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. sheets, including this cover sheet. 


□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 


These annexes consist of a total of _ 


sheets. 
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3. This report contains indications relating to the following items: 

Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 

PCT/FR96/0 1756 


I. Basis of the report 

1 This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as “originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments .): 


□ the international application as originally filed. 


the description, pages 


, as originally filed, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 


the claims. 


, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 


□ the drawings, sheets/fig 


, as originally filed, 
sheets/fig ; , filed with the demand, 

sheets/fig , filed with the letter of 

sheets/fig , filed with the letter of 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

□ the claims. Nos. 

□ the drawings, sheets/fig 

3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I to gQ teyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


, filed with the letter of 


4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 

PCT/FR96/0 1756 


m. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

□ the entire international application. 

M claims Nos. 36 


because: 


the said international application, or the said claims Nos. Point 2 . 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination ( specify j: 


□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. . 
are so unclear that no meaningful- opinion could be formed (specify): 


□ the claims, or said claims Nos. 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 

□ no international search report has been established for said claims Nos. 


are so inadequately supported 


Form PCT/IPEA/409 (Box IE) (January 1 994) 





Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
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^^rnational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT pcT/FR 96/01756 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 


Novelty (N) 


Claims 


Claims 


1-35, 37-43 

36 (no opinion) 


Inventive step (IS) 


Claims 


Claims 


1-35, 37-43 
36 (no opinion) 


Industrial applicability (IA) 


Claims 


1-43 


Citations and explanations 


Claims 


see separate sheet 


Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 




THIS PAGE BLANK <wm) 




rhe following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
;upported by the description, are made: 

see separate sheet 
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Supplemental Box 

(To be used when, the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of:separate sheet 

1) The purification of the specific interleukin- 13 
receptor (IL-13) does not appear either to be 
described by or to be obvious from the prior art 
documents as defined in the Regulations (PCT Rule 
64.1-64.3). Claims 1 to 35 and 37 to 43 therefore 
appear to satisfy the criteria of PCT Article 33 (2) 
and ( 3 ) . 

2) The PCT does not contain, uniform criteria for 
assessing whether claim 36 meets the requirement of 
novelty of PCT Article 33 (2) . Patentability can 
also depend on the wording of the claim. Thus, the 
European Patent Office does not consider a known 
product to be novel (in this case interleukin 13 
for example) , merely because it is obtained by a 
novel method. 

3) The present application does not meet the 
requirements of PCT Article 6 for the following 
reasons : 

a) The expression "derived from. . in claims 1 and 8 
is vague, thereby giving rise to doubt as to the 
real scope of these claims. 

b) Similarly, the definitions of the sensors of claims 
18 and 21 cover such a large number of 
possibilities that the scope of the claims cannot 
be clearly appreciated. This objection also applies 


Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT £?t/FR 96/01756 

CTq be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: s ep a. ira t © s h© © t 

to the term "modulator" used in claim 36. It should 
be noted that sensors of certain nucleotides which 
are already known fit the definition given in 
claims 1 and 8. It therefore appears that short of 
clarification, the novelty (PCT Article 33(2)) of 
claims 1 and 8 could be questioned (as regards 
claim 36, cf. point 2 above). 

c) In claim 24, the expression "sequences forming the 

reading frame coding for a polypeptide as described 
in any one of claims 1 to 4 and 8 to 10 in the 
transcript" is unclear, since the applicant does 
not appear to have identified these sequences in 
the application. 

4) The present preliminary examination report has been 

drawn up on the assumption that all the claims are 
entitled to the claimed priority. Thus, the 
documents "The Journal of Biological Chemistry, 
vol . 271, no. 46, pages 29265-29270" and "The 
Journal of Biological Chemistry, vol. 271, no. 28, 
pages 16921 - 16926 " have not been considered to form 
part of the prior art as defined in the Regulations 
(PCT Rule 64.1-64.3). 

5) Claims 1 to 43 appear to be industrially applicable 

as defined by PCT Article 33(4) . 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 


Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire gjzy 96/884 

Ort, ID Cl iitc a nn kiri cd voir la notification de transmission du rapport d’examen 

POUR SUITE A DOIMNEH preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 

Demand© international© n° 

Date du depdt international (jour/mois/ann6e) 

Date de priori te (jo ur/m ois/ann 6e) 

PCT/FR96/01 756 

07/11/1996 

06/12/1995 

Classification internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification national© et CIB 
C12N15/12 


Deposant 

SANOFI et al. 


- - J 


1 . L© present rapport d'examen preliminaire international, etabli par ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la present© feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifies et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites auprds de 
I'administration chargee de i’examen preliminaire international (voir la r£gle 70.16 et (’instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 


3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 


i 

SI 

ii 

□ 

in 


IV 

□ 

V 

SI 

VI 

□ 

VII 

□ 

VIII 

SI 


industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motive© selon I’article 35(2) quant k la nouveaute, Pactivite inventive et la possibility 
duplication industrielle; citations et explications k I'appui de cette declaration 


Observations relatives a la demande internationale 


Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

02/07/1997 

Date d'achevement du present rapport qO 

Norn et adresse postal© de I’administration charge© de 
I'examen preliminaire international 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 

Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
' " Fax: (+49-89) 2399-4465 

Fonctionnaire autorise . . 

Kaas, V 

N° de telephone (+49-89) 2399-8704 


Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 


Demande intemationale n° PCT/FR96/01 756 


I. Base du rapport 

1. Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-aprds (/es feuilles de remplacementqui ont ete remises a 
I’office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comma "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-47 version initials 

Revendications, N°: 

1-43 version initial© 

■ ~~ 

2. Les modifications ont entraine I’annulation : 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a et4 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 considerees 

comme allant au-deld de I'expose de I'invention tel qu'il a 6t6 depose, comma il est indique ci-apres 
(r6gle 70.2(c)) : 


4. Observations complementaires, le cas ech6ant : 


III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas et6 examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 

El les revendications n os 36 . 

parce que : 

E 3 la demande intemationale, ou les revendications n os cf. feuille separee, point 2 . en question, se rapportent a 


Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 1) (janvier 1994) 
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RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 


Demands intemationale n° PCT/FR96/01 756 


Cobjet suivant, a I'egard duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas 
tenue effectuer un examen preliminaire international (precise i) : 

voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous ), ou les revendications 
n 05 en question ne sont pas Clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
( precise/ ) : 


□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 


V. Declaration motives selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 


Nouveaute 

Oui : 
Non : 

Revendications 

Revendications 

1-35, 37-43 
36 (pas d'opinion) 

Activite inventive 

Oui : 
Non : 

Revendications 

Revendications 

1-35, 37-43 
36 (pas d'opinion) 

Possibilite d'application industrielle 

Oui : 
Non : 

Revendications 

Revendications 

1-43 


2. Citations et explications 

voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 


Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres I- VIII. feuille 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D EXAMEN Demande internationals n“ PCT/FR96/01756 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

1) La purification du. recepteur specifique de I'interleukine 13 (IL-13) ne semble ni 
decrit ni decouler de maniere evidente des documents de I'etat de technique tel qu'il est 
defini dans le reglement d'execution (regies 64(1 )-(3) PCT). Les revendications 1 a 35 
et 37 a 43 semblent done satisfaire aux criteres enonces par les Articles 33(2) et 33(3) 
PCT. 

2) II n'existe pas de critere unique dans le PCT pour determiner si la revendication 36 
est susceptible de remplir la condition de nouveaute enoncee par I'Article 33(2) PCT. 

La brevetabilite peut egalement dependre de la maniere dont la revendication est 
formulee. Ainsi, I'Office Europeen des Brevets ne considere pas comme nouveau un 
produit connu (dans le cas present, par exemple I' interleukine 13) , uniquement du fait 
qu'il est obtenu par un nouveau procede. 

3) La presente demande ne remplit pas les conditions de I' Article 6 PCT pour les 
raisons suivantes: 

a) L'expression "derivee de..“ dans les revendications 1 et 8 est vague, ce qui 
engendre un doute sur la portee reelle de ces revendications. 

b) De meme, les definitions des sondes des revendications 18 et 21 englobent un 
nombre tenement eleve de possibilites que la portee des revendications ne peut etre 
clairement appreciee. Cette objection s’applique egalement au terme "modulateur" 
utilise dans la revendication 36. II est a noter qu'il ne fait pas de doute que des sondes 
de quelques nucleotides deja connues entrent dans la definition donnee dans les 
revendications 1 et 8. II apparait done qu'en absence de clarification, la nouveaute 
(Article 33(2) PCT) des revendications 1 et 8 pourrait etre mise en question (en ce qui 
concerns la revendication 36, cf. point 2 ci-dessus). 

c) Dans la revendication 24, l'expression "sequences constituant le cadre de lecture 
codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10 
au niveau du transcript” n'est pas claire, la demanderesse ne semblant pas avoir 
identifie ces sequences dans la demande. 

4) Le present rapport d'examen preliminaire a ete etabli avec la presomption que 
toutes les revendications beneficient du droit de priorite revendique. Ainsi, les docu- 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande internationals n° PCT/FR96/01756 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

merits “The Journal of. Biological Chemistry, vol. 271, no. 46, pages 29265-29270" et 
"The Journal of Biological Chemistry, vol. 271, no. 28, pages 16921-16926" n'ont pas 
ete considers comme faisant partie de I'etat de la technique tel qu'il est defini dans le 
reglement d'execution (Regies 64(1 )-(3) PCT). 

5) Les revendications 1 a 43 semblent susceptibles d’application industrielle telle que 
definie par I'article 33(4) PCT. 
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&£ COOPERATION EN MATIEM^ 

PCT 


,DE BREVETS 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandat ai re 

i>rki id ci uTtr voir l a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
rLMJK sui e, ( formulaire pcT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

BET 96/884 

A CONNER 


Demande internationale n* 

Date du depot international (jour j mois jannee) 

(Date de priori te (la plus ancienne) 
( jour f mois jannee) 

PCT/ FR 96/01756 

07/11/1996 

06/12/1995 

Deposant 



SANOFI et al. 


1 


Le present rapport de recherche internationale, etabli par l'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a ('article 18. Une copie en est transmise au Bureau mternaUonal. 


Ce rapport de recherche internationale comprend 


feuilles. 


E II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a l'etat de la technique qui y est cite. 


! U a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire fob jet d'une recherche (voir le cadre I). 

2. Q 11 y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 

3 . f71 La demande internationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides ou d ecides amines et la 

^ recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage de sequence 

E 


depose avec la demande internationale 
[ j fourni par le deposant separement de la demande internationale 

□ 

qu'elle a ete deposee. 


sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelle il n'inclut pas d elements 
allant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 


j | transcrit par l'administration 

4. En ce qui concerne le titre, E le texte est approuve tel qu'il a ete remise par le deposant. 

□ Le texte a ete etabli par l'administration et a la teneur suivante: 


5. En ce qui concerne I'abrege, 


E le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par l'administration conformement a la 
reele 38 2b) Le deposant peut presenter des observations a l'administration dans un delai 
d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche internationale. 


6. La figure des 
Figure n* 


a publier avec I'abrege est la suivante: 

| | suggeree par le deposant. 

| [ parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 


I v I Aucune des figures 
n'est a publier. 


Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juiUet 1992) 





RAPPORT DERECHERCHE INTERNATIONALE 


Demande Internationale No 

PCT/FR 96/01756 


A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/12 C07K14/715 C12N15/85 C12N5/10 C12Q1/68 

C12N15/11 G01N33/53 C07K16/28 G01N33/577 G01N33/68 

A61K38/17 

Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou A la fois selon la classification nationale et la CIB 


B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12N C07K C12Q G01N A61K 


Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 


Base de dorutees fclectronique consults au cours de la recherche intemationale (nom de la base de dorvtees, et si cela est realisable, termes de recherche 
utilises) 


C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie " I Identification des documents cites, avec, le cas echeant, l'indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


FEBS LETTERS, 

vol. 366, no. 2-3, 12 Juin 1995, 

AMSTERDAM, PAYS-BAS, 

pages 122-126, XP002010891 

S. LEFORT ET AL. : "IL-13 and IL-4 share 

signal transduction elements as well as 

receptor components in TF-1 cells." 

cite dans la demande 

voir abrege 

* discussion * 



0 Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents □ Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 


* Categories special es de documents cites: 

'A' document definissant 1'fctat general de la technique, non 
consider* comme particulterement pertinent 
*E* document anteheur, mais public A la date de depdt international 
ou aptes cette date 

'L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison special e (telle qu'indiqu£e) 
'O' document se teferant A une divulgation orale, A un usage, A 
une exposition ou tous autre s moyens 
'P' document publife avant la date de dfcpdt international, mais 
posterieurement A la date de priorite revendiqufce 


Date A laquelle la recherche intemationale a tit effectivement achevee 


20 Fevrier 1997 


*T“ document ulterieur publie aptes la date de d£pdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas A l'Ctat de la 
technique pertinent, mais dte pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de r invention 

*X* document parti culiCrement pertinent; 1' invention revendiquee ne peut 
6tre consideree comme nouvelle ou comme impli quant une activite 
inventive par rapport au document consider^ isotement 
*Y* document particulterement pertinent; Tinvention revendiquee 
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documents de m€me nature, cette combinaison fctant £vidente 
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THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol . 270, no. 8, 24 Fevrier 1995, 

BALTIMORE, MD, ETATS-UNIS, 

pages 3512-3517, XP002010892 

N. VITA ET AL. : "Characterization and 

comparison of the interleukin 13 receptor 

with the interleukin 4 receptor on several 

cell types." 

cite dans la demande 

voir abrege 

8,9,11, 

12,35,40 

A 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 270, no. 15, 14 Avril 1995, 
BALTIMORE, MD, ETATS-UNIS, 
pages 8797-8804, XPOO2010893 
N. OBIRI ET AL.: "Receptor for 

interleukin 13." 
cite dans la demande 
voir abrege 

8,9,11, 

12, 

31-36, 

40,43 
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THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 270, no. 23, 9 Juin 1995, BALTIMORE, 
MD, ETATS-UNIS, 

pages 13869-13878, XP0O2010894 

S. ZURAWSKI ET AL.: "The primary binding 

subunit of the human interleukin-4 

receptor is also a component of the 

interleukin-13 receptor." 

voir abrege 

voir discussion 

8,9,11, 

12 

P,X 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 271, no. 46, 15 Novembre 1996, 

BALTIMORE, MD, ETATS-UNIS, 

pages 29265-29270, XP002025818 

M. JAVAD AMAN ET AL. : "cDNA cloning and 

characterization of the human interleukin 

13 receptor alpha chain." 

voir figures 1,2 

voir abrege 

8,9,11, 

12,14, 

16,17, 

21-23, 

25-30, 

35,40 

P,X 
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THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 271, no. 28, 12 Juillet 1996, 
BALTIMORE, MD, ETATS-UNIS, 
pages 16921-16926, XP002025819 
D. CAPUT ET AL.: "Cloning and 

characterization of a specific interleukin 
(IL)-13 binding protein structurally 
related to the IL-5 receptor alpha chain." 
voir figure 3 
voir abrege 

1,2, 5, 6, 
14-19, 
29,30, 
35,39 
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INTERNATIONAL PATENT APPLICATION 
PCT/FR96/0 1756 
filed on November 7, 1996 
in the name of S ANOFI 


ENGLISH TRANSLATION OF THE AMENDMENTS 
TO THE CLAIMS UNDER PCT ARTICLE 19 










Modified page 


5 


10 


15 


20 


25 


26. Use of a probe according to any one of Claims 18 
to 23, a a IN VITRO diagnostic tool for the detection, by 
hybridization, of the nucleic acid sequences encoding a 
polypeptide according to any one of Claims 1 to 4 or 8 to 
10, in biological samples, or for revealing aberrant 
syntheses or genetic abnormalities such as the loss of 
k®h*sozygosity or genetic rearrangement. 

27. Use of a probe according to any one of Claims 18 
to 23 for the detection of chromosomal abnormalities. 

28. nr VITRO diagnostic method for the detection of 
aberrant syntheses or of genetic abnormalities at the 
level of the nucleic acid sequences encoding a 
polypeptide according to any one of Claims 1 to 4 or 8 to 
10, characterized in that it comprises: 

bringing a nucleotide probe according to any one of 
Claims IS to 23 into contact with a biological sample 
under conditions allowing the formation of a hybridiza- 
tion complex between the said probe and the above- 

mentioned nucleotide sequence, optionally after a 
prelimi n ary spell of amplification of the above- 
mentioned nucleotide sequence; 

detection of the hybridization complex which may be 
formed; 

- optionally, sequencing the nucleotide sequence forming 
the hybridization complex with the probe of the inven- 
tion. 

29. Use of a nucleic acid sequence according to any 

one of Claims S to 7 and 11 to 13 for the production of 
a recombinant polypeptide according to any one of Claims 
1 to 4 and 8 to 10. 


30 
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ur A 

f • 

REVENDICATIONS MODIFIEES 


r( s: is 


26. Utilisation d’une sonde selon I’une quelconque des revendications 18 
a 23, comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par hybri- 
dation, des sequences decides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications l a 4 ou 8 a 10, dans des 
echantillons biologiques, ou pour la mise en evidence de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d hdterozygotie 
ou le rearrangement genetique. 


27. Utilisation d'une sonde selon I'une quelconque des revendications 18 
a 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

28. M&hode de diagnostic IN VITRO pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau des sequences d’acides 
nucleiques codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou 8 k 10, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la raise en contact d'une sonde nucleotidique selon I'une quelconque 
des revendications 18 i 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettant la formation d*un complexe d'hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres 
une etape prealable ^amplification de la susdite sequence nucleoti- 
dique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequen«?age de la sequence nucleotidique formant le 
complexe d'hybridation avec la sonde de l'invention. 

29. Utilisation d'une sequence d'acides nucleiques selon I'une quelconque des 
revendications 5 a 7 et 11 a 13 pour la production d'un polypeptide 
recombinant selon I'une quelconque des revendications l a 4 et 8 a 10. 


FHltUJE MODIHEE (ARTICLE 19) 
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PCT/FR96/01756 


539 GTACTTCTTGATACCAATTACAACTTGTTTTACTGGTATGAGGGCTTGGATCATGCATTA 598 

1 63 ValLeuLeuAspThrAsnTyrAsnLeuPheTy rTrpTyrGluGlyLeuAspHiaAlaLeu 182 

599 CAGTGTGTTGATTACATCAAGGCTGATGGACAAAATATAGGATGCAGATTTCCCTATTTG 658 

183 GlnCysValAspTyrlleLysAlaAspGlyGlnAanlleGlyCyaArgPheProTyrLeu 202 

FIG.2a 




659 GAGGCATCAGACTATAAAGATTTCT ATATTTGTGTTAATGGATC ATCAGAGAACAAGCCT 718 

203 GluAlaSerAspTyrLysAapPheTyrlleCyaVal AsnGlySe rSerGluAsnLyaPro 222 
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Polypeptide recepteur de l*rL-I3 
La presente invention conceme des polypeptides purifies ayant une activite de 
recepteur specifique de l'interleukine 13 (IL-13), leurs fragments biologiquement 
actifs et les sequences d'acides nucleiques correspondantes, et leurs applications. 
L'IL-13 est une cytokine de 112 acides amines recemment identifiee (1,2), secretee 
5 par des lymphocytes T actives, les lymphocytes B et les mastocytes apres 
activation. 

De par ses nombreuses proprietes biologiques communes avec l'IL-4, l'IL-13 a ete 
decrite comme etant une cytokine "IL-4-like". Ses activites sont en effet similaires 
a celles de 1TL-4 sur les cellules B (3-5), les monocytes (6-10) et autres cellules 
10 non hematopoietiques (11-12). En revanche, contrairement a l'IL-4, elle 
n'exercerait pas d'effet particulier sur des cellules T au repos ou activees (13). 

Les differentes activites biologiques de l'IL-13 sur les monocytes/macrophages, les 
lymphocytes B et certains precurseurs hematopoietiques ont ete decrites en detail 
par A.J. Minty, ainsi que dans des articles de revues sur l'IL-13 (voir par ex. 14). 
is Plusieurs donnees indiquent en outre que cette cytokine a un effet pleiotrope sur 
d'autres types cellulaires. Ces cellules non-hematopoi'etiques affectees directement 
par l'IL-13 sont des cellules endotheliales et microgliales, des keratinocytes, et des 
carcinomes de rein et de colon. 

Les activites anti-inflammatoires et immunoregulatrices de l'IL-13 peuvent etre 
20 utiles par exemple dans le traitement des pathologies auto-immunes, tumorales et 
virales. 

Une mise a profit de ces proprietes biologiques au plan clinique necessite toutefois 
une parfaite connaissance des signaux et mecanismes par lesquels ces effets sont 
exerces, de fa?on a pouvoir les controler et les moduler dans les pathologies 
25 concemees. 

L'une des etapes dans l'analyse du signal transmis par une molecule biologique au 
sein d'une cellule, consiste a identifier son recepteur membranaire. Les travaux 
realises a cet effet sur le recepteur de l'IL-13 ont montre que l'IL-13 et l'IL-4 
avaient en commun un recepteur, ou tout au moins certains des composants d'un 


K 
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complexe recepteur, ainsi que des elements de transduction de signaux (15-18). Ce 
recepteur est present a la surface de differents types cellulaires, en nombre variable 
selon le type cellulaire considere. La distribution comparative des recepteurs de 
l'lL-13 et de l'IL-4 a ete indiquee par A.J. Minty (14). 

Kondo et al. (19) ont decrit la structure d'un recepteur de haute affinite pour 1TL- 
4. Celui-ci est un dimere, forme par l'association d'une glycoproteine de 140 kDa 
(IL-4R) et de la chaine y du recepteur de l'IL-2 (yc). L'IL-4 peut se Her a la sous- 
unite glycoproteique de 140 kDa (IL-4R ou gp 140) avec une bonne affinite (Kd 
comprise entre 50 et 100 pM) (15). Cependant, cette affinite est augmentee d'un 
facteur 2 a 3, lorsque la chaine yc est associee a la gp 140. Cette association est en 
outre necessaire a la tnmsmission de certains signaux medies par l'IL-4 (19,20). 


Des experiences de competition croisee pour la liaison, soit de l'IL-13, soit de 1IL- 
4, ont demontre que l'IL-4 peut normalement empecher la Uaison de l'IL-13, alors 

15 que l'IL-13 ne peut generalement empecher que partiellement la liaison de l'IL-4 a 
son recepteur (17,21), et ne se fixe sur aucune des deux sous-unites du recepteur 
de l'IL-4, ni sur le complexe forme par leur association. Sur la base de ces 
observations, les auteurs de la presente invention ont suppose que le recepteur 
specifique de l'IL-13 etait constitue du complexe recepteur IL-4 associe avec un 

20 autre composant fiant l'IL-13, (IL-13Rp). 

Des travaux re alis es sur une lignee cellulaire erythroleucemique capable de 
proliferer en reponse a l'IL-13 et a l’IL-4 (Ugnee TF-1), leur ont permis de montrer 
que ces deux cytokines produisaient des evenements intracellulaires similaires 
apres fixation sur leur recepteur (18). En parallele, des experiences de pontage 

25 ("cross-link") leur ont permis de montrer que la gp 140 pouvait former des 
heterodimeres soit avec la chaine y, soit avec une nouvelle sous-unite, d'un poids 
moleculaire de 55 a 70 kDa (17,21). 

D’ autre part des travaux reaUses recemment sur une lignee de cellules souches 
embryonnaires de souris ont permis d’isoler l’ADN genomique et l’ADNc 
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encodant pour un polypeptide de 424 residus d’acides amines (IL-13Ra), 
suggerant que le recepteur de l’IL-13 partageait avec le recepteur de l’IL-4 une 
chaine commune pour constituer un recepteur a haute affinite (22,23), c’est-a-dire 
presente une affinite dont la constante Kd est situee entre des valeurs comprises 
5 entre 10 pM et 100 pM environ (un recepteur de basse affinite presentant une 
constante Kd situee entre des valeurs comprises entre 2nM et 10 nM). 

Compte tenu de l'importance au plan medical de la comprehension fine des 
phenomenes de regulation de 1TL-4 et de 1TL-13, et en particulier de la possibility 
de pouvoir separer et controler isolement les effets produits par l'une ou l'autre de 
10 ces deux cytokines, les auteurs de la presente invention se sont interesses, d’une 
part, a la caracterisation d’un polypeptide liant specifiquement l’IL-13 avec une 
haute affinite et, d’ autre part, a la caracterisation d’un autre polypeptide qui, seul, 
lie specifiquement l’IL-13 avec une basse affinite et qui, s’il est associe avec le 
recepteur de PIL-4, constitue un recepteur de haute affinite pour l’IL-13. 

15 Ceux-ci ont a present identifie une lignee cellulaire de carcinome humain exprimant 
le recepteur specifique de l'IL-13 en quantite plus importante que d'autres lignees 
de carcinome renal humaines connues (21), et ont realise le clonage de la sous- 
unite primaire responsable de la fixation de l'IL-13 sur le recepteur de 1TL-4/IL-13, 
denommee IL-13 Rp , ainsi que le clonage de la chaine commune que partage le 
20 recepteur de l’IL-13 et le recepteur de l’IL-4 pour constituer un recepteur de haute 
affinite permettant une competition croisee des 2 cytokines, denommee IL-13 Rot. 
La presente invention conceme done des polypeptides purifies liant specifiquement 
l'IL-13. 

Plus particulierement, l'invention a pour objet des polypeptides purifies dont les 
25 sequences d'acides amines correspondent a celle d'un recepteur specifique de l'IL- 
13 (IL-13RP et IL-13Ra), ou des fragments biologiquement actifs de ceux-ci. 
L'invention a egalement pour objet des sequences d'ADN isolees codant pour 
lesdits polypeptides ou leurs fragments biologiquement actifs. 
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Elle vise en outre les vecteurs d'expression contenant au moins i'une des sequences 
nucleotidiques defirues ci-dessus, et les cellules hdtes transfectees par ces vecteurs 
d'expression dans des conditions permettant la replication et/ou l'expression de 
I'une desdites sequences nucleotidiques. 

5 Les methodes de production de 1TL-13R0 et de l’IL-13Ra recombinants ou de 
leurs fragments biologiquement actifs par les cellules hotes transfectees font 
egalement partie de l'invention. 

L'invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant 
1 IL-13RP ou/et l'IL-13Ra ou des fragments biologiquement actifs de ceux-ci pour 
io la regulation des mecanismes immunologiques et inflammatoires produits par l'IL- 
13 EIIe en outre une methode pour l'identification d'agents capables de 
moduler l'activite de FIL-13RJ3 ou/et de l'IL-13Ra, et l'utilisation de l’IL-R13{3 
ou/et de l'IL-13Ra ou de fragments de ceux-ci pour le criblage de ces agents ainsi 

que pour la fabrication de nouveaux produits capables de moduler l'activite du 
15 recepteur de 1TL-13. 

L'invention comprend egalement des anticorps ou des derives d'anticorps 
specifiques de FIL-13R3 ou/et de l'IL-13Ra. 

Elle vise enfin une methode de traitement therapeutique pour moduler les reactions 
immunologiques mediees par TIL- 13, comprenant l'administration a un patient de 
20 1 IL-13RP ou/et de l'IL-13Ra ou d'un de leurs fragments biologiquement actif ou 

d'un composd capable de moduler specifiquement l'activite de ce recepteur, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Dans la description de l'invention ci-apres, on utilise les definitions suivantes 

- polypeptide liant specifiquement l’IL-13 avec une haute affinite (IL-13Rp) : un 
25 polypeptide comprenant la sequence d'acides amines SEQ ID n° 2 ou tout 

fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif; 

- polypeptide qui, seul, he specifiquement l’DL-13 avec une basse affinite et qui, s’il 
est associe avec le recepteur de l’IL-4, constitue un recepteur de haute afiSnite 
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(IL-13Ra) : un polypeptide comprenant la sequence d’acides amines SEQ ED N° 4 
ou tout fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif ; 

- biologiquement actif : capable de se lier specifiquement a l'IL-13 et/ou de 
participer a la transduction du signal specifiquement produit par l'IL-13 au niveau 

5 de la membrane cellulaire, et/ou capable d'interagir avec le recepteur specifique de 
l’IL-4 (IL-4R/gp 140) pour former un complexe capable de lier l'BL-4 et l'IL-13, 
et/ou qui est reconnu par des anticorps specifiques du polypeptide de sequence 
SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ ID n°4, et/ou capable d'induire des anticorps 
qui reconnaissent le polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ 
10 ID n°4 ; 

- derive : tout polypeptide variant du polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et 
de sequence SEQ ID n°4, ou toute molecule resultant d'une modification de nature 
genetique et/ou chimique de la sequence SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ ID 
n°4, c'est-a-dire obtenue par mutation, deletion, addition, substitution et/ou modifi- 

15 cation chimique d'un seul ou d'un nombre limite d'acides amines, ainsi que toute 
sequence isoforme, c'est-a-dire une sequence identique a la sequence SEQ ID n° 2 
ou a la sequence SEQ ID n°4, a l'un de leurs fragments ou a l’une de leurs 
sequences modifiees, contenant un ou plusieurs acides amines sous la forme 
d'enantiomere D, lesdites sequences variantes, modifiees ou isoformes ayant 
20 conserve au moins l'une des proprietes les rendant biologiquement actives. 

La presente invention a pour objet un polypeptide purifie, comprenant une 

sequence d'acides amines choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ED n°4, 

25 b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 2 ou de SEQ ID 
n°4, selon la definition donnee precedemment. 

La fabrication de derives peut avoir differents objectifs, dont en particulier celui 
d'augmenter l'affinite du recepteur pour l'IL-13, celui de moduler la competition 
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croisee entre PIL-13 et l’IL-4, celui d'ameliorer leurs taux de production, 
d'augmenter leur resistance a des proteases, de modifier ieur activite biologique ou 
de leur conferer de nouvelles proprietes pharmaceutiques et/ou biologiques. <*- 

Parmi des variants biologiquement actifs des polypeptides tels que definis 
5 precedemment, on prefere les fragments produits par epissage altematif des trans- 
cripts (ARN messagers) du gene codant pour l'une des sequences d'acides amines 
decrites ci-dessus. 

Dans une variante avantageuse, les 8 acides amines C-terminaux du polypeptide 
de sequence SEQ ID n° 2 sont substitues par les 6 acides amines suivants : 

10 VRCVTL. 

Selon un autre aspect avantageux, l'invention vise une forme soluble de l'IL-13RP, 
denommee IL-13R0S, comprenant notamment le domaine extra-cellulaire du 
polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 s'etendant jusqu'au residu 343 et 
preferentiellement jusqu'au residu 337 ainsi qu’une forme soluble de l’IL-13Ra, 

15 denommee IL-13Ras, comprenant notamment le domaine extracellulaire du 
polypeptide de sequence ID n°4 s’etendant jusqu’au residu 343 et 
preferentiellement jusqu’aux residus compris entre 336 et 342. 

Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ID 
20 n°4 represente un mode de realisation particular de l'invention. Comme cela 

apparaitra dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprime a la surface de 
cellules humaines pour former un recepteur de l'IL-13 fonctionnel ou s'associer 
avec le recepteur de l'IL-4 pour former, avec la chaine y du recepteur de l'IL-2 le 
complexe recepteur commun a l'IL-4 et l'IL-13. 

25 La presente invention a egalement pour objet une sequence d'acides nucleiques 
isolee, choisie parmi: 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) la sequence SEQ ID n°3. 


/ 
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c) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n° 1 ou a la sequence SEQ ED n°3, ou a leurs sequences 
complementaires et codant pour des polypeptides ayant une activite de 
recepteur de l'IL-13, ou permettant de reconstituer un recepteur de haute 

5 affinite pour l’IL-13 et l’IL-4, 

d) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) et c) du 
fait de la degenerescence du code genetique. 

Plus particulierement, l'invention a pour objet une sequence codant pour la partie 
10 soluble de 1TL-13RP ou de l’IL-13Ra et tout variant produit par epissage altematif 
des transcripts de l'IL-13Rp ou de l’IL-13Ra, conservant au moins une des pro- 
prietes biologiques decrites. 

Un mode de realisation prefere est represente par une sequence d'acides nucleiques 
comprenant ou constitute par l'enchamement de nucleotides s'etendant du 
15 nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1081, et preferentiellement jusqu'au nucleotide 
1063 sur la sequence SEQ ID n° 1. 

Un autre mode de realisation prefere est represente par une sequence d’acides 
nucleiques comprenant ou constitue par l’enchainement de nucleotides s’etendant 
du nucleotide n°l jusqu’au nucleotide n° 1059, et preferentiellement jusqu’aux 
20 nucleotides compris entre les numeros 1041 et 1056 sur la sequence SEQ ID n° 3. 
Avantageusement, la sequence d'acides nucleiques selon l'invention est une 
sequence codant pour une proteine correspondant a la forme mature de l'EL-13RP 
ou de l’IL-13Ra, cette proteine mature etant le resultat de la liberation du peptide 
signal. 

25 Les differentes sequences nucleotidiques de l'invention peuvent etre d'origine 
artificielle ou non. II peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur la base de la 
sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n°3. De telles banques peuvent 
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etre preparees par des techniques classiques de biologie moleculaire, connues de 
l'homme de l'art. 

Les sequences nucleotidiques selon l'invention peuvent egalement etre preparees 
par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
5 chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage des banques. 

Ces sequences nucleotidiques permettent la realisation de sondes nucleotidiques, 
codant pour un polypeptide selon l'invention ou un fragment biologiquement actif 
de celui-ci. Les conditions d’hybridation appropriees correspondent aux conditions 
de temperature et de force ionique usuellement utilisees par l’homme du metier, de 
10 preference a des conditions de temperature comprises entre (T m moins 5°C) et (T ra 
mo ins 30°C) et de preference encore, a des conditions de temperature comprises 
entre (T m moins 5°C) et (T ro moins 10°C) (forte stringence), T m etant la 
temperature de fusion, definie comme etant la temperature a laquelle 50 % des 
brins apparies se separent. De telles sondes font egalement partie de l'invention. 
15 Elies peuvent etre utilisees comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, 
par des experiences d'hybridation, de transcripts specifiques des polypeptides de 
l'invention dans des echantillons biologiques ou pour la mise en evidence de 
syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques resultant d'un polymorphisme, de 
mutations ou d'un mauvais epissage. 

20 Les sondes de l'invention component au minimum 10 nucleotides, et au maximum 
component la totalite de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou de SEQ ID 
n°3 ou de leur brin complementaire. 

Parmi les sondes les plus courtes, c'est-a-dire d'environ 10 a 15 nucleotides, les 
conditions d'hybridation appropriees correspondent aux conditions de temperature 
25 et de force ionique usuellement utilisees par l'homme du metier. 

Preferentiellement, les sondes de l'invention sont marquees, prealablement a leur 
utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont a la portee de l'homme du metier 
comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, chimioluminescent ou 
enzymatique. 
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Les methodes de diagnostic IN VITRO dans lesqueiles ces sondes nucleotidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de syntheses aberrantes ou d'anomalies 
genetiques, telles que la perte d’heterozygotie et le rearrangement genetique, au 
niveau des sequences nucleiques codant pour un polypeptide recepteur de 1TL-13 
5 ou un fragment biologiquement actif, sont incluses dans la presente invention. Un 
tel type de methode comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique de l'invention avec un echantillon 
biologique dans des conditions permettant la formation d'un complexe d'hybri- 
dation entre ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement 

10 apres une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleotidique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequen$age de la sequence nucleotidique formant le complexe 
d'hybridation avec la sonde de l'invention. 

Les sondes d'ADNc de {'invention sont en outre avantageusement utilisables pour 
15 la detection d'anomalies chromosomiques. 

Les sequences nucleotidiques de l’invention sont egalement utiles pour la 
fabrication et l’utilisation d’amorces oligonucleotidiques sens et/ou antisens pour 
des reactions de sequen9age ou d’amplification specifique selon la technique dite 
de PCR (reaction de polymerisation en chaine) ou toute autre variante de celle-ci. 
20 Les sequences nucleotidiques selon l'invention ont par ailleurs des utilisations dans 
le domaine therapeutique, pour la realisation de sequences antisens, capables de 
s'hybrider specifiquement avec une sequence d'acides nucleiques , y compris un 
ARN messager, utilisables en therapie genique. L'invention a ainsi pour objet des 
sequences antisens capables d'inhiber, au moins partiellement, la production de 
25 polypeptides recepteurs de l'IL-13, tels que definis precedemment. De telles 
sequences sont avantageusement constitutes par celles qui constituent le cadre de 
lecture codant pour 1TL-13RP ou l’IL-13Ra au niveau du transcript. 

Elies sont plus particulierement utilisables dans le traitement des allergies et de 
l'inflammation. 
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Les sequences nucleotidiques selon l'invention peuvent par ailleurs etre utilisees 
pour la production de polypeptides recombinants ayant une activite de recepteur 
de l'EL-13, tels que precedemment definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences nucleotidiques 
5 definies ci-dessus, selon des techniques de production de produits recombinants 
connues de l'homme du metier. Dans ce cas, la sequence nucleotidique utilisee est 
placee sous le contrdle de signaux permettant son expression dans un hote cellulai- 
re. L hote cellulaire utilise peut etre choisi parmi des systemes procaryotes, comme 
les bacteries, ou eucaryotes, comme par exemple les levures, cellules d'insectes, 
10 CHO (cellules d’ovaires de hamster chinois) ou tout autre systeme 
avantageusement disponible dans le commerce. Un hote cellulaire prefere pour 
l'expression des polypeptides de l'invention est constitue par la lignee fibroblastique 
COS-7 ou COS-3. 

Les signaux controlant l’expression des polypeptides, tels que les promoteurs, les 
15 activateurs ou les sequences de terminaison, sont choisis en fonction de l’hote 
cellulaire utilise. A cet effet, les sequences nucleotidiques selon l’invention peuvent 
etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein de 1’hote choisi, ou 
des vecteurs integrates de 1’hote choisi. De tels vecteurs seront prepares selon les 
methodes couramment utilisees par l’homme du metier, et les clones en resultant 
20 peuvent etre introduits dans un hote approprie par des methodes standard, telles 
que par exemple l’electroporation. 

Les vecteurs d’expression contenant au moins l’une des sequences nucleotidiques 
definies ci-dessus font egalement partie de la presente invention. 

Dans le cas des cellules COS-7 ou COS-3 la transfection peut etre realisee a partir 
25 du vecteur pSE- 1 , comme decrit dans ( 1 7). 

L'invention vise en outre les cellules hdtes transferees par ces vecteurs 
d'expression. Ces cellules peuvent etre obtenues par l'introduction dans des cellules 
hdtes dune sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus. 
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puis la mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la replica- 
tion et/ou l'expression de la sequence nucleotidique transferee. 

Ces cellules sont utilisables dans une methode de production d'un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°4 ou derivee, methode elle- 
5 merae comprise dans la presente invention, et caracterisee en ce que Ton cultive les 
cellules transferees dans des conditions permettant l'expression d'un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°4, ou derivee, et que Ton 
recupere ledit polypeptide recombinant. 

Les precedes de purification utilises sont connus de l'homme du metier. Le 
10 polypeptide recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits cellulaires, 
du sumageant du milieu de culture, par des methodes utilisees individuellement ou 
en combinaison, telles que le frarionnement, les methodes de chromatographie, les 
techniques d'immunoaffinite a l'aide d'anticorps mono ou polyclonaux specifiques. 
Les anticorps mono- ou polyclonaux capables de reconnaitre specifiquement l’IL- 
15 13RP ou/et l'IL-13Ra selon la definition donnee precedemment font egalement 
partie de l'invention. Des anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus a partir du 
serum d'un animal immunise contre I'IL-13RP ou/et l’IL-13Ra selon les modes 
operatoires usuels. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la methode classique de 
20 culture d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein (Nature, 1975, 256 , 495-497). 
Des anticorps avantageux sont des anticorps diriges contre le domaine 
extracellulaire de 1IL-13R0 ou/et de l’IL-13Ra. 

Les anticorps selon l'invention sont par exemple des anticorps chimeriques, des 
anticorps humanises, des fragments Fab et F (ab')2. Ds peuvent egalement se 
25 presenter sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. Par exemple, ils 
peuvent etre associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit 
radioactif. Ces immunotoxines peuvent dans ce cas constituer des agents the- 
rapeutiques utilisables pour le traitement de certaines pathologies impliquant une 
surexpression de l'IL-13Rp ou/et de l’IL-13Ra. 
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Les anticorps de l'invention, en particular les anticorps monoclonaux peuvent 
egalement etre utilises pour l'analyse par immunocytochimie des recepteurs de 1TL- 
13 sur des coupes de tissus specifiques, par exemple par immunofluorescence, par 
niarquage a l'or, ou a la peroxydase. 

S Us peuvent ainsi etre avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou 
l'expression de l’IL-13Rp ou/et de 11L-13Ra doit etre observee comme par 
exemple une subexpression anormale ou le suivi de la regulation de l'expression 
membranaire. 

L'invention conceme done egalement un proc^de de diagnostic IN VITRO de 
10 pathologies correlees a une expression anormale de FIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra, 
a partir de prelevements biologiques susceptibles de contenir FIL-13RP ou/et de 
l'IL-13Ra exprime a un taux anormal, caracterise en ce que l'on met en contact au 
moms un anticorps de l'invention avec ledit prelevement biologique, dans des 
conditions permettant la formation eventuelle de complexes immunologiques 
15 specifiques entre FIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra et le ou lesdits anticorps et en ce 
que l'on detecte les complexes immunologiques specifiques eventuellement formes. 
L'invention conceme egalement un kit pour le diagnostic IN VITRO d'une 
expression anormale de FIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra dans un prelevement 
biologique ou/et pour la mesufe du taux d'expression du recepteur de l’IL-13 dans 
20 ledit prelevement comprenant : 

- au moins un anticorps specifique de PIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra, 
eventuellement fixe sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de complexes antigenes/anticorps 
specifiques entre TIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra et ledit anticorps et/ou des moyens 

25 de quantification de ces complexes. 

Un autre objet de l'invention conceme une methode pour l'identification et/ou 
l'isolement de ligands specifiques de FIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra ou d'agents 
capables de moduler son activite, caracterisee en ce que Ton met en contact un 
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compose ou un melange contenant differents composes, eventuellement non- 
identifies, avec des cellules exprimant a leur surface l’IL-13R3 ou/et de l'IL-13Ra, 
dans des conditions permettant l'interaction entre le recepteur de l'IL-13 et ledit 
compose, dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le recepteur, et en ce 
5 que l'on detecte et/ou isole les composes lies a TIL-13R3 ou/et de l'IL-13Ra, ou 
ceux capables d'en moduler l'activite biologique. 

Dans un mode particulier, cette methode de l'invention est adaptee a l'identification 
et/ou l'isolement d'agonistes et d'antagonistes de l'IL-13 pour son recepteur 1’1L- 
13R3 ou/et de l'IL-13Ra. 

10 L’invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant 
comme principe actif un polypeptide repondant aux definitions precedentes, prefe- 
rentiellement sous forme soluble, associe a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

Un tel polypeptide peut en effet agir en competition avec TIL-13R3 ou/et de l'IL- 
13 13Ra exprime a la surface cellulaire, et constituer de ce fait un antagoniste 
specifique de la liaison de l'IL-13 a son recepteur, qui peut avantageusement etre 
mis en oeuvre pour la synthese d'un medicament destine a moduler les reactions 
mediees par I'LL- 1 3 dans des situations pathologiques. 

L'invention comprend enfin une methode de traitement therapeutique d'affections 
20 liees a des reactions immunologiques mediees par l'IL-13, comprenant l'adminis- 
tration a un patient de l’IL-13R3 ou/et de l'IL-13Ra (ou d'un de leurs fragments 
biologiquement actif), ou d'un compose capable d'en moduler specifiquement l'acti- 
vite biologique, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans la suite de la 
description avec les exemples et les figures dont les legendes sont representees ci- 
apres. 


25 
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LEGENDE DES FIGURES 


- Figure 1 : caracterisation du recepteur IL-13RP humain present dans les cellules 
Caki-1 . 

5 a) analyse de Scatchard (cadre insere) de la courbe de saturation de 1TL-13 
marquee a I'[ 125 I] ; 

b) liaison de [ 125 I][Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr en presence de concentration 
croissante d'IL-13 non marquee (•) et dTL-4 (o); 

c) experiences de pontage ("cross-link") en utilisant de 1TL-13 radioactive en 
10 l'absence (coulee a) et en presence d'un excedent de 100 fois d'IL-13 non marquee 

(coulee b) ou d'IL-4 (coulee c) ; 

d) inhibition de la secretion d'IL-6 induite par l'IL-13 et l'IL-4 en presence d'un 
anticorps monoclonal specifique de la chaine IL-4R et de l'antagoniste de IL-4, 
Y124DIL-4. 

15 

- Figure 2 : Sequence nucleotidique de l'ADNc de 1TL-13RP, et comparaison des 
sequences proteiques de l'IL-5R, l’IL-13Ra murine et de l'IL-13Rp. 

a) sequence nucleotidique de l'ADNc de l'IL-13Rp. Les acides amines 
correspondent au peptide signal deduit de la sequence nucleique sont indiques en 

20 italiques et ceux correspondent au domaine transmembranaire sont indiques en 
caracteres gras. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Ser/Thr) sont 
soulignes ; 

b) alignement des acides amines des sequences de 1TL-13RP et de l'IL-5R. Les 
sequences proteiques de 1TL-13R et IL-5R sont alignees comme decrit 

25 precedemment (24). Les residus cysteine et le motif WSXWS caracteristiques de 
cette famille de recepteurs sont encadres. 


- Figure 3 : Profils ^expression de l'ARNm de l'IL-13Rp. 
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L'ARN a ete prepare a partir des cellules suivantes : Caki-1 (coulee a), A431 
(coulee b), TF-1 (coulee c), U937 (coulee d), Jurkat (coulee e) et IM9 (coulee f). 

- Figure 4 : Caracterisation du recepteur IL- 1 3R(3 recombinant de l'IL-13. 

5 Les cellules COS-7 sont transferees avec l'ADNc de lTL-13R(i et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de l'IL-13 radiomarquee (cadre insere), par anal yse de 
Scatchard de la courbe de saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de l'IL-13 radiomarquee en absence 
(coulee a) et en presence d'un exces de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ; 

10 c-d) des experiences de cotransfection en utilisant 1TL-13RJJ clone, l'IL-4R 
(gpl40) et la chaine y suivies par la liaison de l'IL-13 radiomarquee (c) ou de l'IL-4 
(d). Les colonnes noires et blanches representent respectivement la liaison 
specifique de l'IL-13 et de l'IL-4. 

15 - Figure 5 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL-13R0 par la forme soluble du 

recepteur (IL-13RPs) en expression transitoire. 

L'expression d'IL-13R3s dans le sumageant des cellules transferees par 2034 est 
testee par inhibition de la liaison de l'IL-13 sur les cellules transferees par l'IL- 
13RP (2036). Les sumageants sont testes bruts en les diluant de moitie dans le 
20 ligand iode. 

2036 NSB : liaison non specifique en presence d'un exces d'IL-13 non marquee 
2036 BT : liaison totale sur cellules transferees avec le 2036 
2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules transferees avec le 2036 en presence de 
sumageant de cellules transferees avec le 2034. 

25 2036 + sgt pSEl : controle 

- Figure 6 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL-13Rp par la forme soluble du 
recepteur (IL-13R(3s) sur des lignees stables. 
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T2036-22 : liaison totale sur le clone IL-13R0 (2036-22) sans presence de 
sumageant de clone secretant l’IL- 1 3R(3s (reference 1 00 %) 

2034-4 

2034-6 

5 2034-19 _ 4 clones IL-13R0S 

2034-21 

1274-20 : en presence de sumageant de cellules CHO n’exprimant pas l'IL-13RJ3s 
(controle). 

10 - Figure 7 : Sequence nucleotidique de l’ADNc de l'IL-13Ra et comparaison des 

sequences proteiques de l’IL-13Rahumain et de I’IL-13Ramurin 

a) Sdquence nucleotique de l’ADNc de l'IL-13Ra. Les acides aminds 
correspondant au peptide signal deduit de la sequence nucleique sont soulignes par 

15 un trait pointffld et ceux correspondant au domaine transmembranaires sont 

soulignes par un double trait. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X- 
Ser/Thr) sont encadres. 

b) Alignement des acides amines de l’IL-13Rahumain et de l’Ea-13R(xmurin. Les 
20 sequences proteiques de l’H-13Rahumain et de l’IL-13Ra murin sont alignes 

comme decrit precedemment (24). Les residus cysteines et le motif WSXWS 
caracteristiques de cette famille de recepteurs sont encadres. 

- Figure 8 : Caracterisation du recepteur IL-13Ra recombinant de l’IL-13. 

25 Les cellules CHO ou COS-3 transferees avec l’ADNc de l’IL-13Ra ou/et de l’IL- 
4R et utilisees pour ; 

a) des dntdes de liaison de I’IL-13 marquee a 1'iode 125, par analyse de Sea, chard 
de la courbe de saturation avec des cellules CHO transferees avec I’ADNc de 
HL-13RP (figure A), ttansfectees avec I’ADNc de l'IL-13Rp et TADNc de l'IL- 
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4R (figure B), transfectees avec l’ADNc de l’IL-13Ra (figure C) et transferees 
avec l’ADNc de l’IL-13Ra et l’ADNc de l’IL-4R (figure D). 
b) des experiences de competitions de liaisons de r[ 125 I]-IL-13 sur des cellules 
CHO transferees avec PADNc de l’IL-13Rp (figure E), transferees avec l’ADNc 
5 de l’IL-13Rf5 et l’ADNc de PIL-4R (figure F), transfectees avec l’ADNc de l’IL- 
13Ra (figure G) et transfectees avec l’ADNc de l’IL-13Ra et l’ADNc de l’IL-4R 
(figure H). Les colonnes blanches et hachurees representent respectivement la 
liaison specifique de l’IL-13 radiomarquee en presence d’un exces (1000 fois plus) 
d’IL-13 ou d’IL-4, les colonnes noires representent la liaison totale. 

10 

- Figure 9 : comparaison de la mobilite elerrophoretique dans l’EMSA d’extraits 
cellulaires exprimant le recepteur de l’IL-4 seul (CHO-4), le recepteur de l’EL- 
13Ra seul (CHO- 13) ou les recepteurs combines EL-13Ra etIL-4R (CHO-4- 13) 
apres activation des cellules CHO en presence d’IL-4 ou d’IL-13 (4 ou 13), c 
representant le temoin non active.. 


15 
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MATERJELS ET METHODES 
Experiences de liaison et de pontage : 

Les experiences de liaison et de pontage sont realisees comme decrit pour 
5 [ 125 I][Phe43]-IL- 1 3-GlyTyrGlyTyr (17). 

Induction de la secretion d'IL-6 : 

Les cellules Caki-1 (ATCC HTB46) sont mises dans des plaques de 24 puits a une 
densite de 5.10 4 ceUules/puits et apres 3 jours de culture des monocouches 
10 confluantes sont lavees trois fois avec du milieu DMEM sans serum de veau foetal. 
La stimulation des cellules Caki-1 est realisee avec 30 ng/ml d'IL-4 ou d'IL-13 en 
absence ou en presence de Y124DIL-4 ou d'un anticorps monoclonal anti-gpl40. 
La quantite d'IL-6 liberee dans le milieu de culture apres 24 heures d'incubation est 
mesuree par une technique ELISA (Innotest, France). 

15 

Isolement et analyse de l’ADNc de l’IL-13Rp humain : 

L'ARN total a ete extrait des ceUules Caki-1 comme decrit precedemment (25). 
L'ARN poly(A) est isole des ARN totaux avec des billes magnetiques recouvertes 
d'oligo(dT) 23 (Dynal). Une banque d'ADNc contenant 2. 10 s clones a ete construite 
20 en utilisant la procedure d’amorces adaptateurs (26) et le vecteur pSE-1 (27). La 

strategic de clonage pour 1'expression qui a ete utilisee a ete decrite precedemment 
(17). 

Obtention de I’ADNc de TIL-13R3 humain : 

25 Les echantillons d'ARN sont copies avec la reverse transcriptase et sounds 4 une 
PCR (rdaction de Polymerisation en chalhe) en utilisant une amorce sens 
correspondant a la sequence + 489 a + 490 et une amorce antisens correspondant 
a + 52 a + 71 (la numeration est faite sur la base de la sequence de l'ADNc 
montree sur la figure 2). Les produits amplifies par PCR sont hybrides avec une 
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sonde complementaire des sequences + 445 a + 461 de l'ADNc. Les marqueurs de 
taille sont indiques a la gauche de la figure. 

Isolement et analyse de l’ADNc de l’LL-13 Ra humain : 

5 

1) Preparation de la sonde IL-13 Ra murin 

a) Culture des cellules B9 (28) 

Les cellules B9 sont cultivees en milieu RPMI ( Gibco ) supplement^ de 10% de 
10 serum de veau foetal et 50 p.g / ml de gentamycine. 

b) Preparation de 1' ARN des cellules B9. 

Les cellules sont lavees deux fois avec du 'tampon PBS ( phosphate buffer saline, 
reference 04104040-GIBCO-BRL). Apres centrifugation 10 minutes a 1000 rpm, 
15 le culot cellulaire est mis en suspension dans le tampon de lyse de composition 
suivante : guanidine-thiocyanate 4M ; citrate de sodium 25 mM pH 7 ; sarcosyl 
0.5% ; (32-mercaptoethanol 0.1 M. 

La suspension est soniquee a l’aide d’un sonicateur ultra turax no 23 1256 (JANKE 
et KUNDEL) a puissance maximale pendant une minute. On ajoute de l'acetate de 
20 sodium pH 4 jusqu'a 0.2 M. La solution est extraite avec un volume d'un melange 
de phenol / chloroforme (v/v;5/l). 

On precipite k - 20°C l'ARN contenu dans la phase aqueuse a l'aide d'un volume 
d'isopropanol.Le culot est resuspendu dans le tampon de lyse. La solution est a 
nouveau extraite avec un melange phenol / chloroforme et l'ARN est precipite avec 
25 de l'isopropanol. Apres lavage du culot avec de l'ethanol 70% puis 100%, l'ARN 
est resuspendu dans de l'eau. 


c) Preparation de l'ADN complementaire. 
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L'ADNc est prepaid a partir de 5 pg d'ARN total en utilisant une amorce poly 
T12. On incube 1 ARN total dans un volume de 30pl de tampon : Tris HC1 50 mM 
pH 8.3, MgCl 2 6 mM, DTT 10 mM, KC1 40 mM, contenant 0.5 mM de chacun 
des desoxynucleotides triphosphates et 30 unites de Rnasin (Promega), une heure a 
37 C, puis 10 minutes a 50 °C, puis de nouveau 10 minutes a 37 °C, avec 200 
unites de l'enzyme transcriptase inverse Rnase H- (Gibco-BRL reference 8064A). 
La reaction est interrompue en chauffant 10 minutes a 65 °C. 

d) Amplification specifique d'un fragment de l'ADNc du IL13Ra de souris par la 
technique de PCR. 

La polymerisation est realise avec 6 pi d'ADNc dans 50 pi filial avec le tampon de 
composition suivante Tris HC1 lOmM pH 8.3, MgCfe 2.5 mM, KCI 50 mM, 4 
dNTP 0.2 mm , 2 pg / ml de chacune des deux amorces nucleiques et de 2.5 u de 

TAQ ADN polymerase ( Beckman). Les couples d'amorces ont ete choisis sur la 
sequence publiee par Hilton (22). 

Amorce sens : nucleotide 249 a 268 
5' AGAGGAATTACCCCTGGATG 3' 


Amorce anti-sens : nucleotide 1256 a 1275 
5' TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA 3' 


La reaction est realisee durant 30 cycles 1 minute a 94°C , 1 minute a 58°C , 4 
minutes a 72°C , suivi d'un dernier cycle de 10 minutes a 72°C. 

e) Purification du produit ^amplification PCR. 

Apres migration sur un gel d'agarose 1% (Sigma) en tampon TAE (Tris HC1 40 
mM, EDTA ImM pH7.9) pendant 1 heure a 100 volts, le gel est coiore en 
presence de bromure d'ethidium a lpg / ml dans le meme tampon. La bande 
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correspondant au produit ^amplification (fragment d' ADNc de 1027 paires de 
bases (pB) de l’IL13Ra ) est extraite en utilisant un kit Glass Max ( Gibco ). 


5 f) Preparation de la sonde. 

25 ng du fragment de 1027 paires de bases (pB) d'ADNc purifie correspondant au 
recepteur IL-13Ra de souris sont marques au phosphore 32 avec le kit BRL " 
Random Primers DNA labelling systems " a une activite specifique de 2.4 x 10 9 
dpm / pig ; altemativement, 100 ng sont marques par Nick-translation en utilisant 
10 le kit Boeringher a une activite specifique de 4 x 10 s dpm / pig . 

2) Isolement et analyse de l’ADNc de PIL-13Ra humain 

a) Preparation de l’ARN total 

L'ARN total a ete extrait des cellules Cakil comme decrit precedemment dans le 
15 paragraphe lb. 

b) Purification de 1' ARN messager (fraction polyA+ ). 

La purification de la fraction polyA+ de 1* ARN est realisee a l'aide du kit 
Dynabeads oligo (dT) 25 de DYNAL (reference 610.05) suivant le protocole 
20 preconise par le fabricant. Le principe est base sur l'utilisation de billes polystyrene 
super-paramagnetique sur lesquelles est attache un oligonucleotide poly ( dT ) 25. 
La fraction polyA+ est hybridee sur l'oligonucleotide (dT) 25 couple aux billes que 
l'on piege sur un support magnetique. 

25 c) Northern blot. 

5 pig d'ARN messager poly A+ sont deposes sur gel denaturant 8% formaldehyde, 
1% agarose en tampon MOPS (lOmM pH 7.4, EDTA 0.5 mM). Apres migration 
et tranfert sur membrane hybond N+ (Ammersham ) en tampon 20 X SSC, l'ARN 
est fixe en chauffant au four a 80°C sous vide. La membrane est alors prehybridee 
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2 heures a 42°C dans le tampon suivant : 1 M NaCl ; 30% formamide ; 1% SDS ; 
5 X Denhart's ; 100 rig / ml d' ADN de sperme de saumon. Apres 2 heures de 
prehybndation, la membrane est hybridee dans le meme tampon avec une 
concentration de sonde IL-13Rcx de souris preparee par "random priming" de 2.5 
5 10 6 dpm / ml, pendant 16 heures. La membrane est ensuite lavee 2 fois pendant 30 

minutes dans le tampon 2 x SSC 0. 1% SDS a temperature ambiante puis pendant 2 
heures a 50°C dans le meme tampon. Apres 4 jours d' exposition dans une cassette 
(Molecular Dynamics), le northern blot est analyse a " 1'Instant Imager " 
(Molecular Dynamics ). Un transcrit majoritaire de 4200 paires de bases (pB) 

10 et un doublet de 1500 pB et 2000 pB som detect* dans les cellules Cakil, U373 
et U937. 


15 


20 


25 


Caracterisation des proprietes de FIL-13R0 e t de l'IL-13Ra humain : 

Les cellules COS-7 ou CHO sont transferees dans des boites de Petri comme 
decrit precedemment (17). 24 heures plus tard, les cellules sont trypsinisees et 
nuses en culture dans des plaques de 24 puits a une densite de 8.10 4 cellules/puits. 
Apres une culture de 48 heures a 37°C, les cellules sont utilisees pour des 
experiences de liaison (des essais realises en triplicata montrent une variation de 
moms de 10 %) avec de l’IL-13 iodee comme decrit (17). Pour la transfection, les 
cellules COS-7 ou CHO ont ete transferees dans des plaques de 25 cm 2 en 
utilisant 0,6 mg de diflerents plasmides. Apres 24 heures, les monocouches cellu- 
laires sont trypsinisees et mises en culture dans des plaques a 12 puits a raison de 
8.10 4 cellules/puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison et de 
competition sont realisees avec de l’IL-13 marquee et avec de l’IL-13 et/ou de 

l’IL-4 non marquees. Les resultats sont representatifs d’au moins trois experiences 
realisees independarnment, 

Comparaison des mobilites electrophoretiques dans l’”EMSA” des extraits 
nucleiques de cellules exprimant l’IL-13Ra et/ou HL-4R humains : 
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2.10 6 cellules CHO sont reparties dans des boites de Petri de diametre 10 cm. 24 
heures plus tard, les cellules sont transferees avec 6 pg d’ADN plasmide (34). 
Apres 48 heures, les cellules sont incubees a 37°C pendant 30 minutes dans 3 ml 
de milieu avec ou sans IL-13 ou IL-4 a une concentration de 100 ng par ml. Les 
5 cellules sont ensuite rincees deux fois avec un tampon PB5-0,5 mM d’EDTA puis 
resuspendues dans 1,2 ml de PBS. Les cellules sont ensuite centrifugees et les 
extraits cellulaires prepares comme decrit dans (35). Les EMSA sont ensuite 
realisees comme decrit dans (36) avec de 10 a 20 gg d’ extraits cellulaires et avec 
une sonde oligonucleotidique radiomarquee au 32 P (50000-100000 cpm), sonde 
10 correspondant a 1’ element Cs du promoteur Ce humain (37). La sonde 
oligonucleotidique synthetisee presente la sequence suivante : 

5 ’ -GATCC ACTTCCC AAGAAC AGA-3 ’ . 


15 



WO 97/20926 


PCT/FR96/01756 


24 

EXEMPLES 
EXEMPLE 1 : 

Analyse de 1' expression de 1' IL-13R0 humain a la surface des cellules Caki-1 
5 II a recemment ete decouvert que des cellules de carcinome renal humain 
exprimaient en plus des recepteurs communs a l'IL-4 et a l'EL-13, un large exces de 
recepteurs specifiques de l'IL-13 (21).Sur la base de ces resultats, un echantillon de 
lignees cellulaires de carcinome humain a ete etudie pour la fixation de l'IL-13 
comme decrit precedemment (17). Une lignee particuliere, Caki-1 (ATCC 
10 HTB46), qui exprime un nombre particulierement important de sites de liaisons 

pour l'IL-13, a ete analysee plus en detail. Les courbes de Scatchard obtenues a 
partir d'experiences de saturation montrent la presence de sites de liaison avec une 
Kd de 446±50 pM et une capacite de 7,2. 10 4 recepteurs/cellule (figure la). Dans 
des experiences de competition, l'IL-13 non marquee deplace totalement l'IL-13 
15 marquee d'une fa?on dose dependante, alors que l'IL-4 deplace avec une haute 
affinite environ 10 % de l'IL-13 marquee. Des concentrations plus importantes 
d'IL-4 (superieures a 100 nM) ne deplacent pas les 90 % restants d'IL-13 liee 
(figure lb). 

20 Ces resultats sont en concordance avec l'existence de deux sites l'un partage par les 
deux cytokines, l'autre specifique de l'IL-13. Les experiences de pontage par 
affinite de l'IL-13 montrent un complexe d'environ 70 kDa, qui coincide avec le 
complexe observe dans des experiences de pontage similaire avec l'IL-13 dans 
differents types cellulaires (17,21). L'IL-13 marquee est completement deplacee du 
25 complexe par l'IL-13 mais pas par l'IL-4, ce qui est accord avec les experiences de 
competition (figure lc). 

EXEMPLE 2 : 

Analyse de la secretion d'IL-6 induite par l'IL-4 ou l'IL-13. 
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Les auteurs de l'invention ont analyse la secretion induite par l'IL-4 ou 1TL-13 sur 
des cellules Caki-1. Les deux cytokines induisent la secretion de niveaux similaires 
dTL-6, et la secretion est inhibee par des anticorps specifiques de la chaine a de 
TIL-4R et par l'antagoniste Y124DIL-4 (figure Id). Ceci suggere que les 

5 recepteurs partages par les deux cytokines dans les cellules Caki-1 sont 
responsables de l’induction de la secretion d'IL-6. Des resultats similaires sont 
observes quand la phosphorylation du complexe proteique IRS1/4PS (18) induite - 
par l'IL-4 et l'IL-13 est analysee en presence ou en absence d'anticorps anti-IL-4R 
et d'antagoniste de l'IL-4. 

10 Ces resultats pris dans leur ensemble suggerent que le complexe recepteur IL-4/IL- 
13 exprime dans les cellules Caki est identique a ce qui avait ete precedemment 
decrit et que la proteine liant l'IL-13 (IL-13RP) qui est surexprimee, est un 
composant du recepteur responsable de la reconnaissance de l'IL-13 dans un 
complexe fonctionnel qui inclut IL-4R. 

15 Ces cellules ont done ete utilisees comme source d'ARN messager pour le clonage 
de cette entite liant l'IL-13. 

EXEMPLE 3 : 

Clonage de la sous unite primaire du recepteur de l'IL-13 (IL-13Rp) 

20 La strategic de clonage et d'expression qui a ete utilisee a ete precedemment 
decrite (17). Une banque d'ADNc contenant 2.10 s clones recombinants a ete 
constitute (26) a partir des cellules Caki-1 . La banque a ete divisee en lots de 
1000 ADNc, dont l'ADN de chaque lot sous forme de plasmide a ete introduit 
dans des cellules COS-7 (29). La liaison d'IL-13 marquee aux cellules COS-7 

25 transferees permet d'identifier les lots de clones codant un recepteur de l'IL-13. 
Les lots positifs ont ete repartis et recribles jusqu'a l'identification d'un clone 
unique capable de realiser la synthese d'une proteine de surface cellulaire apte a Her 
l'IL-13. Deux ADNc de l'IL-13RP independants ont ete finalement isoles. La 
sequence nucleotidique complete de l'ADNc de l'IL-13RP et la sequence d'acides 
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amines qui en est deduite sent montrees sur la figure 2a. L'ADNc a une longueur 
de 1298 bases en excluant la queue poly-A et a une courte region non traduite en 
3’ de 106 bases. Un signal canonique de polyadenylation AATAAA se trouve a la 
place prevue. Le cadre de lecture ouvert entre les nucleotides 53 et 1192 definit un 
5 polypeptide de 380 acides amines. La sequence code pour une proteine membra- 

naire avec un peptide signal potentiel, un seul domaine transmembranaire et une 
courte queue intracytoplasmique. 

4 sites de N-glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellular. II 
est important de noter que deux motifs consensus considers comme des 
10 signatures de la famille des recepteurs de cytokine de type II (30) sont aussi 
presents, le premier etant derive d'une stmeture en boucle de pont disulfure N- 
terminal, le second etant le motif de type WSXWS localise a l’extremite C- 
terminale de la region extra cellulaire. La tres courte sequence cytoplasmique 
pourrait expliquer pourquoi e'est seulement le complexe recepteur partage par 1TL- 
!5 4 et par l'IL- 1 3 dans les cellules Caki qui transduit un signal dans la cellule. 

Des etudes d'alignement demontrent des homologies avec la chaine a de l’IL-5R 
humain (51 % de similarity et 27 % d’identite, figure 2b) et a un degre moindre, 
avec le recepteur de la prolactine. II est interessant de noter que le complexe IL-5R 
est constitue d’une chaine a qui lie l'IL-5 mais qui a besoin d’une autre proteine, la 
20 chaine 0 partagee avec les recepteurs de l’IL-3 et du GM-CSF, pour former un 
recepteur de haute affinite qui est capable de transduire un signal (3 1). 

EXEMPLE 4 : 

Detection des ARN messagers de FIL-13R3 humain dans differentes lignees 
25 cellulaires 

De faeon surprenante, dans les cellules Caki-1 des quantiles similaires d'ARN 
messagers de l'H,13R P e. IL-4R son. detect par des analyses de northern blot 
bten qu ' un lar « e aa ^ s d'H-- 1 3Rp soil expnme. Cette observation suggere qu'U y a 
une plus forte traduction de cet ARNm par rapport au transcript de l'IL- 4 R et 
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explique l'absence de detection de l'ARNm de 1TL-13RP dans ies lignees cellulaires 
exprimant un faible nombre de sites de liaison de l'IL-13. Des analyses par RT- 
PCR (figure 3) montrent que le transcript trouve dans les cellules Caki-1 est aussi 
present a des degres inferieurs dans la lignee keratinocytaire A431, les cellules 
5 premyeloides TF-1, les cellules premocytiques U937, et la lignee cellulaire B 1M9. 
Aucun transcript n'est detecte dans la lignee cellulaire T Jurkat ni dans la lignee 
cellulaire pre-B NALM6. Ces resultats sont en accord avec des etudes de liaison 
de l'IL-13 sur ces memes lignees precedemment decrites par les auteurs de la 
presente invention (17), et avec les cibles biologiques connues de l'IL-13. 

10 

EXEMPLE 5 : 

Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-7 transferees avec l'ADNc 
de l'IL-13RP humain 

Les cellules COS-7 transferees avec l'ADNc isole codant pour l'IL-13Rp lient 
IS specifiquement l'IL-13 marquee. L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation 
montre un seul site composant avec une Kd d'une valeur de 250±30 pM et une 
capacite de liaison maximale de 5,6.10 s recepteurs/cellule (figure 4a). 

L'affinite du recepteur recombinant est en bon accord avec la valeur de Kd de 446 
pM pour ITL-13RP dans les cellules Caki-1 et pour ce qui a ete decrit dans plu- 
20 sieurs autres cellules (17) . Done, malgre l'homologie de sequence avec la chaine a 
de 1TL-5R, le recepteur clone se comporte difieremment puisqu'il n’ a pas besoin 
d'une seconde chaine pour reconstituer un site de liaison de haute affinite. 

II est interessant de noter que la proteine liant l'IL-15 recemment decrite possede 
de la meme fafon la caracteristique de her avec une forte affinite l'IL-15, en 
25 l'absence des deux autres composants du complexe IL-1 5R (32). 

Dans des experiences de competition, l'IL-13 est capable d'inhiber la liaison de l'IL- 
13 marquee au recepteur clone, avec une constante d'inhibition (Ki) de 1,5 ±0,5 
nM, alors que l'EL-4 n'inhibe pas la liaison. La pharmacologie du recepteur clone 
est done similaire a celle de 1TL-13RP present dans les cellules Caki-1. Des 
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experiences de pontage montrent une bande radiomarquee de 70 kDa. Cette bande 
a la meme mobilite que celle observee dans les cellules Caki ainsi que dans d'autres 
cellules (17). Ce complexe correspond tres probablement a la bande de 60-70 kDa 
observee en plus de la bande de 140 kDa de 1IL-4R dans les experiences de 
5 pontage realisees avec l'IL-4 marquee. Ceci pourrait aussi suggerer qu'il existe une 
forte mteraction entre les deux proteines dans le complexe recepteur fonctionnel. 
Les auteurs de la presente invention ont done verifie si l'IL-13Rp et 1TL-4R 
mteragissent dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur qui 
permet une competition croisee des deux cytokines. Les resultats d'experience de 
10 coexpression sont montres dans la figure 4,c et d. 

II apparait clairement que l'expression des deux recepteurs soit isolee soit 
simultanee, resulte en un grand nombre de recepteurs qui reconnaissent specifi- 
quement l'une ou l'autre des deux cytokines. Toutefois, lorsqu’ils sont exprimes 
ensemble, un petit nombre de recepteurs (5 a 10 %) est capable de reconnaitre les 
15 deux cytokines. La cotransfection de la chaine yc avec 1TL-4R et l'IL-13Rp ne 
procure pas une augmentation dans le nombre de sites de liaison partages. Ces 
resultats suggerent que les chaines de l'IL-13R(3 et IL-4R peuvent interagir l'une 
avec l'autre dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur pour lequel 
l'IL-13 et l'IL-4 peuvent etre en competition. Le faible pourcentage de recepteurs 
20 reconstitues est un argument en faveur de la presence d'une autre proteine (IL- 
13Ra) en quantites limitantes dans les cellules COS, necessaire pour la 

reconstitution du complexe recepteur auquel se lient en competitivite l'IL-13 et 
l'IL-4. 

Les resultats obtenus dans les experiences de transfection avec la chaine yc 
25 demontrent que cette proteine n'est pas le facteur limitant qui avait ete suggere 
auparavant (15). Cette conclusion est aussi supportee par l'absence d'ARN 
messager de yc dans les cellules Caki-1 (21). 

Une autre raison possible pour expliquer le faible nombre de recepteurs 
reconstitues est l’existence d'une stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans 
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la membrane cellulaire. Toutefois, des cotransfections utilisant des quantites 
relatives diflferentes d'IL-4R et dTL-13R|J ne montrent pas de difference majeure 
dans le nombre de recepteurs reconstitues. La possibility qu'il existe un autre IL- 
13R avec une plus forte capacite a interagir avec IL-4R, a ete confirmee chez la 
5 souris (22) et chez l’homme par l’isolement de l’ADNc de l’IL-13Ra (cf. 
EXEMPLE 7). II doit etre note que l'expression de yc ameliore la liaison de l'IL-4 
comme cela a ete precedemment decrit (19) mais diminue la liaison de l'IL-13, 
suggerant une interaction complexe entre les differentes chaines. 
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EXEMPLE 6 : 

Etude de r inhibition de la liaison de IM a son recepteur tnembrannire 
par un recepteur sous forme soluble. 

On decrit les resultats en expression transitoire (figure 5) ou sur les lignees stables 
5 (figure 6). 

Les deux sequences d'ADNc, codant pour lTL-13Rp et pour 11L-l3RPs sont 
mserees dans le vecteur p7055 a la place de 1’ADNc de 1TL-2 (33). Les plasmides 
resultants sont nommes 2036 et 2034 respectivement. 

10 a) Expression transitoire 

Les cellules CHO sont ensemencees en plaques 12 puits a 3.10 s cellules/puits et 

transferees le lendemain par la methode DEAE-Dextran comme pour les cellules 

COS, soit avec le plasmide 2036 ou 2034, soit avec le plasmide pSE-1 vide comme 
temoin. 

15 Les cellules sont cultivees pendant trois jours de fa 9 on a permettre une 
accumulation de l’IL-13Rps dans le sumageant des cellules transfectees avec le 
plasmide 2034 et une bonne expression de l'IL-13Rp dans la membrane des cel- 
lules transfectees avec le plasmide 2036. 

Le sumageant des cellules transfectees avec l'lL-URgs (2034) ou le temoin 
20 negatif (pSE-1 vide) est alors preleve et les cellules ttansfechSes avec m.-13Ra 
sont utilisees pour 1'etude de I'inhibition de la liaison de 1U-13. 

La liaison de 11L-13 a la surface des CHO exprimant l'IL-13Rp (2036) est mesuree 
en presence ou non de ces sumageants brats dilues de moitie avec le radioligand 
ou en presence d'un exces d'IL-13 non radiomarquee (NSB). La liaison s'effectue 
25 sur les cellules entieres dans un volume final de 500 ml avec 300 P M de 
radioligand, en triplicata. 
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b) Lignees stables 

Deux lignees stables de CHO transformees sont obtenues par transfection avec les 
sequences codantes de l'EL-13R3 complet (polypeptide de 380 residus) ou de l'IL- 
13RP sous forme soluble (IL-13RJ)s, polypeptide tronque, correspondant aux 
5 residus 1 a 337 de 1TL-13RP). Ces sequences sont inserees dans le vecteur p 7055. 
Les cellules CHO-DHFR* sont transfectees avec les plasmides 2036 (EL-13RP) et 
2034 (IL-13RPs) et les clones recombinants selectionnes comrae decrit prece- 
demment (33). 

L'un des clones CHO-IL-13RP (CHO 2036) obtenus, presentant 2 a 5.10 s sites par 
10 cellules est ensemence en plaque 12 puits a une densite de 10 s cellules par puits et 
les cellules sont utilisees deux jours pres pour des experiences de liaison en 
presence ou non d'IL-13RPs. 

Pour cela, les clones CHO-IL-13RPs (CHO 2034) sont ensemences en boites de 6 
cm, en tripiicata a 5.10 s cellules par boite. Apres 3 jours d'accumulation dans le 
15 milieu de culture, le milieu (5 ml par boite) est preleve pour les etudes d'inhibition 
de liaison de 1TL-13 sur TIL-13RP du clone CHO 2036. De la meme fa<jon, le 
sumageant de cellules CHO n'exprimant pas TIL-13RP soluble est preleve. 

La liaison de I'IL-13 a la surface du clone CHO 2036-22 est mesuree en presence 
ou non de ces sumageants bruts dilues de moitie avec le radioligand, ou en 
20 presence d'un exces d'IL-13 non radiomarquee (NSB). La liaison s'effectue en 
tripiicata, sur les cellules entieres, dans un volume de 500 ml avec 300 pM de 
radioligand. 

Les histogrammes des figures 5 et 6 representent l'inhibition de la liaison de l'IL-13 
sur 1TL-13RP par l’IL-13RPs. Une inhibition de la liaison de l'IL-13 a son 
25 recepteur peut s'observer sur plusieurs clones. 

EXEMPLE 7 


Clonage du recepteur IL13Ra humain. 
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^Preparation de la banque d' ADNc 4 partir des ARN messagers polyAt de 
cellules Caki 1 . 

A partir de 0.5 pg d'ARN messages polyA+, on prepare l'ADN complementaire 
Simple brin marque au 32 P. dCTP (L'ADN complementaire obtenu presente une 
5 activite specifique de 3000 dpm/„g) avec 1' amorce synthettque de sequence 
suivante (comprenant un site BamHl) : 

5' < GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT <3' 

dsns un volume de 30 pi de tampon suivant : 

Tns Hcl 50mM pH 8.3 , Mgcl 2 6mM , DTT 10 mM , Kcl 40 mM , contenant 0.5 
io mM de chacun des desoxynucleiques triphosphates , 30 pCi de dCTP a 32 P et 30 
U de Rnasm (Promega). Apres une heure d'incubation a 37°C, puis 10 minutes a 
50°C, puis de nouveau 10 minutes a 37°C, avec 200 unites de 1' enzyme 
transcriptase inverse Rnase H- (Gibco -BRL), on ajoute 4 pi cTEDTA. La matrice 

ARN est ensuite degradee en ajoutant 6 pi d' une solution de NaOH 2, 

15 l’incubation durant 5 minutes a 65°C. 

Alin d' eliminer l'amorce synthetique, on purifle l'ADN complementaire sur une 
colonne de 1 ml de sephacyl S400 ( Pharmacia ), equilibria dans du tampon IB 
Les deux premieres fractions radioactives sont regroupees et precipitees avec 1/10 
de volume dune solution d'acetate d’ammonium I0M et 2.5 volumes d’ethanol, 

20 ceci apres une extraction au chlorofbmte. On allonge ensuite I'ADNc en 5' en 
ajoutant une "queue" homopolymerique de dG avec 20 unites de 1' enzyme 
terminate transferase ( Pharmacia 27073001 ). Puis, on incube dans 20 pi de 
tampon de composition suivante : Tris HCI 30 mM pH 7.6 ; chlorine de cobalt 1 
mM ; acide cacodylique 140 mM ; DTT 0.1 mM ; dGTP lmM, pendant 15 
25 minutes 4 37«C, puis on ajoute 2 pi d' EDTA 0.5 M. On minute de nouveau 4 la 
soude sans chauffer , on repunfie sur colonne S400 , on extrait au chloroforme et 
on preciphe 4 I' ethanol Le culot est dissous dans 33 pi de tampon TE. L'itape 
suivante consiste 4 apparier le vecteur de clonage pT7T3-18 auquel on a 
preaiablement ajoute une queue homopolymerique de dC apres coupure par Pstl, 
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l'ADNc et 1' adaptateur. On met en presence l'ADNc (33 pi) avec 75 ng de vecteur 
pT7/T3-18 (5pl), 120 ng de 1' adapteur (lp 1) de sequence suivante (comprenant 
un site Apal), 

5' AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3' 

5 10 pi d' une solution de NaCl 200 mM, et on incube pendant 5 minutes a 65°C 

puis on laisse refroidir le melange reactionnel jusqu'a temperature ambiante. L' 
etape suivante consiste a ligaturer le vecteur de clonage et l'ADNc simple brin dans 
un volume reactionnel de 100 pi avec 32.5 unites de 1' enzyme ADN ligase du 
phage T4 (Pharmacia) pendant une nuit a 15°C dans un tampon de composition : 

10 Tris HC1 50 mM pH 7.5 ; MgCl 2 10 mM , ATP ImM. Les proteines sont ensuite 
eliminees par extraction au phenol suivie d'une extraction au chloroforme, puis on 
ajoute 1/10 de volume d'une solution d' acetate d' ammonium 10 mM et 2.5 
volumes d' ethanol. On centrifuge, le culot est repris dans le tampon de 
composition Tris acetate 33 mM pH 7.9, acetate de potassium 62.5mM, acetate 
15 de magnesium 1 mM et DTT ImM ; le deuxieme brin d' ADNc est synthetise dans 
un volume de 30 pi avec 30 unites de l'enzyme ADN polymerase du phage T4 
(Pharmacia) et un melange de 1 mM des quatre desoxynucleotides triphosphates 
ainsi que deux unites de la proteine du gene 32 du phage T4 (Pharmacia) pendant 
une heure a 37°C. On extrait au phenol et on en elimine les traces en deposant sur 
20 une colonne P10 (Biogel P10-200-400 mesh - reference 1501 1050 - Biorad). 

La demiere etape consiste a transformer des cellules E . Coli MC 1061 par 
electroporation de l'ADN recombinant a 1' aide d' un appareil Biorad Gene Pulser 
utilise a 2.5 kV dans les conditions prescrites par le fabricant, puis on cultive les 
bacteries pendant une heure dans du milieu LB de composition : 

25 bactotryptone 10 g / 1; extrait de levure 5 g / 1; Nacl 10 g / 1. 

On determine le nombre de clones independants obtenus en etalant une dilution au 
1/1000 erne de la transformation apres une heure d' incubation sur une boite de 
milieu LB additionne de 1.5 % d' agar (p/v) et de 100 pg / ml d' ampicilline' appele 
par la suite milieu LB gelose. 
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Le nombre de clones independants obtenus est de 1 million, 
b) Criblage de la banque d' ADNc. 

La totalite de la banque est etalee sur du milieu gelose (boites de Petri de diametre 
5 de 150 mm) revetu de membranes Biodyne A (PALL reference BNNG 132). 
Apres une nuit a 37°C, les clones sont transferes par contact sur de nouvelles 
membranes . Ces demieres sont traitees en les deposant sur du papier Wathman 3 
MM inbibe des solutions suivantes : NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M pendant 5 minutes 
puis Tris HC1 0.5 M pH 8, NaCl 1.5 M pendant 5 minutes. Apres un traitement a 
10 la proteinase K dans le tampon suivant : Tris HC1 lOmM pH8, EDTA lOmM, 
NaCl 50mM, SDS 0.1%, proteinase K lOOpg/ml pendant 30 minutes a 37°C, les 
membranes sont lavees abondamment dans du tampon 2 X SSC (sodium citrate 
NaCl), puis sechees au four sous vide a 80°C pendant 20 minutes. 

15 c) Prehybridation et hybridation des membranes. 

Les membranes sont alors prehybridees 2 heures a 42°C dans le tampon suivant : 
1 M NaCl ; 30% formamide ; 1% SDS ; 5 X Denhart's ; 100 pg/ml d' ADN de 
sperme de saumon. Apres les 2 heures de prehybridation, les membranes sont 
hybridees dans le meme tampon avec une concentration de sonde IL-13Ra de 
20 souris preparee par " nick-translation" de 2.5 10 6 dpm/ml, pendant 16 heures 
ensuite. Les membranes sont lavees 2 fois 30 minutes dans le tampon 2 x SSC 
0.1% SDS a temperature ambiante puis 2 heures a 50°C dans le meme tampon. 
Apres une nuit d' exposition a - 80°C en presence d' un film Kodak X-OMAT, 
plusieurs clones positifs sont reveles. 

25 

d) Sequenpage d' un clone IL-13Ra humain et analyse de la sequence. 

La sequence est obtenue a 1' aide du kit Applied Biosystem (reference 401628). La 
sequence nucleique complete de 1* ADNc de 1' IL13Ra et la sequence d' acides 
amines qui en est deduite sont montrees sur la figure 7. L' ADNc a une longueur 
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de 3999 bases en excluant la queue de poly- A et possede une longue region 3' non 
traduite de 2145 bases. 

Un signal canonique de polyadenylation se trouve a la place prevue. Le cadre de 
lecture ouvert entre les nucleotide 34 et 1851 definit un polypeptide de 427 acides 
5 amines. La sequence code pour une proteine membranaire avec un peptide signal 
potentiel, et un seul domaine transmembranaire et une courte region 
intracytoplasmique. 

10 sites de glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellulaire. II 
est important de noter que deux motifs consensus consideres comme des 
10 signatures de la famille des recepteurs de cytokines de type II sont aussi presents, 
le premier etant derive d'une structure en boucle de pont disulfure N- terminal, le 
second etant le motif de type WSXWS localise a l'extremite C-terminale de region 
extracellulaire. 
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EXEMPLE 8 

Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-3 ou CHO transferees avec 
l’ADNc de l’IL-13Ra humain. 

Les cellules CHO transferees avec l'ADNc isole codant pour nL-13Ra lient 
5 specifiquement l'IL- 13 marquee. 

L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre un seul site composant 
avec une Kd d'une valeur de 4,5±0,4nM et une capacite de liaison maximale de 
26000 recepteurs/cellule (fig. 8C et 8G). 

10 Les resultats des experiences de co-expression sont montres dans les figures 8D et 
8H. 

L’analyse des resultats de la figure 8C met en evidence que l’IL-13Ra s’exprime 
bien dans le clone 2036 des cellules CHO. On peut noter que l’IL-4R deplace 60 
% de la liaison de l’IL- 13 dans les cellules CHO cotransferees avec l’ADNc de 
15 l’IL-4R et de l’IL-13Ra (figure 8H) mais en tenant compte d’un Kd de 7,5 nM 
pour l’IL-13Ra on aurait 10 fois plus de sites IL-13Ra que de sites IL-4R. 

Les cellules CHO-hIL4R (IL-4Ra humain) exprimant l'hIL-4R transferees avec 
l'ADNc codant pour l'hIL-13Ra lient specifiquement l'IL- 13 marquee. 

L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre clairement 2 sites 
20 composants, l'un de haute affinite avec une Kd d'une valeur de 23+8,9 pM et une 
capacite de liaison maximale de 28000 sites/cellule et, l'autre de basse affinite, avec 
une Kd d'une valeur de 4,2±1,4 nM et une capacite de liaison maximale de 150000 
sites/cellule (fig. 8D). 

Le deuxieme site caracterise a la meme affinite que l'hIL-13Ra (IL-13Ra humain) 
25 exprime seul et correspond aux chaines IL-13Ra non associees car exprimees en 
plus grande quantite que l'hIL-4R. 

Ces recepteurs a haute affinite reconstitues en presence des 2 chaines hIL-13Ra et 
hIL-4R sont capables de reconnaitre les 2 cytokines (fig. 8D et 8H). 
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Ceci est encore plus clair sur les cellules COS/pSEl co-exprimant les 2 chaines 
hIL-13Ra et hIL-4R en quantite comparable oil l'IL-4 deplace toute la liaison IL- 
13. 

L'affinite de lTL-13Ra humain recombinant est comparable a celle decrite pour le 
5 recepteur IL-13Ra de souris (2-10nM) (ref. 22). 

Contrairement a la chaine hIL-13RJ3, precedemment decrite, l’IL-13Ra humain ne 
constitue pas seul un site de liaison de haute affinite. 

LTL-13Ra et 1TL-4R interagissent done dans la membrane cellulaire pour 
reconstituer un recepteur a haute affinite. 

10 


EXEMPLE 9 

Activation de proteines STAT par l’IL-13 et l’IL-4 dans les cellules CHO co- 
15 exprimant l’hIL-13Ra et l’hIL-4R. 

Dans les cellules PBMC humaines, l'hIL-4 et l'IL-13 activent 2 tyrosine kinases de 
la famille des janus, Jakl et Jak2 qui phosphorylent un facteur latent de 
transcription, STAT6. Ce facteur active entre dans le noyau et se lie a des elements 
specifiques dans les promoteurs des genes regules par l'IL-4. 

20 Nous avons choisi l'element C8 du promoteur du C8 humain comme sonde dans 
un test de changement de mobilite electrophoretique (EMSA) pour demontrer 
l'activation par l'IL-13 d'un facteur de liaison similaire a STAT6. 

Les extraits nucleaires des cellules CHO, exprimant TIL-13R seul, 1TL-4R seul, ou 
les 2 chaines ensemble, stimulees avec lOOng/ml d'IL-13 ou d'IL-4 pendant 30mn a 
25 37°c, sont incubes avec l'element Cs radiomarque. 

Les extraits nucleaires des cellules co-exprimant l'hIL-13Ra et l'hIL-4R seul, 
forment un complexe ayant la meme mobilite dans l'EMSA que les cellules soient 
induites avec l'IL-4 ou l'IL-13 (cf. figure 9). Par contre, avec les cellules exprimant 
l'une ou l'autre chaine seule, aucun complexe n'est detecte. 
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Dans les cellules CHO exprimant l'hIL-13Ra et l'hIL-4R, l'IL-13 et l'IL-4 initient 
done la meme cascade de signalisation. 

Le clonage de 1TL-13RP et de l’IL-13Ra decrit ici permet d’ameliorer la 
5 connaissance des facteurs intervenant dans les reponses specifiquement induites 
par l'IL-13 par rapport aux reponses induites par l’IL-4. II permet en outre de 
disposer d'un outil pour l'etude de la regulation de l'expression du recepteur dans 
des conditions normales et pathologiques ou l'IL-13 joue un role cle. 

Par ailleurs, la disponibilite de l'ADNc permet de faciliter le clonage d'autres 
10 proteines necessaires pour la reconstitution d'un complexe recepteur IL-4/IL-13 et 
est egalement utile pour la fabrication ou la modelisation rationnelle de nouveaux 
medicaments capables d'etre des antagonistes specifiques des activites de l'IL-13. 
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LISTE DE SEQUENCES 




V 


(1) INFORMATION GENERATE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: SANOFI 

(B) RUE: 32,34 rue MARBEUF 
<C) VILLE: PARIS 

(D) PROVINCE: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75374 

(G) TELEPHONE: 0153774000 

(H) TELECOPIE: 0153774133 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: 11-13 recepteur 

( iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

<C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 


(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1539 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: caki-1 


(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GGTGCCTGTC GGCGGGGAGA GAGGCAATAT CAAGGTTTTA AATCTCGGAG AAATGGCTTA 
ATTCGTTTGC TTGGCTATCG GATGCTTATA TACCTTTCTG ATAAGCACAA CATTTGGCTG 
TACAAGCTTT TGCACTTCAT CTTCAGACAC CGAGATAAAA GTTAACCCTC CTCAGGATTT 
TGAGATAGTG GATTATGAAG AGAACCCGGA TACTTAGGTT ATCTCTATTT GCAATGGCAA 
CCCCCACTGT CTCTGGATCA TTTTGTGTTG TGAAAGGAAT GCACAGTGGA ATATGAACTA 
AAATACCGAA ACATTGGTAG TGAAACATGG AAGGCTAGTG TAGAGGTTAC CATCATTACT 
AAGAATCTAC ATTACAAAGA TGGGTTTGAT CTTAACAAGG GCATTGAATT ATAGAAGGGC 
GAAGATACAC ACGCTTTTAC CATGGCAATG CACAAATGGA TCAGAAGTTC AAAGTTCCAA 
TTGCTAGGAG TGGGCAGAAA CTACTTATTG GATATCACCA CAAGGAATTC CAGAAACTAA 
AGTTCAGGAT TAAGTTTTGG GTAGAATGGA TTGCGTATAT TACAATTGGC AATATTTACT 
CTGTTCTTGG AAACCTGGCA TAGGTTACAT TATGTCTGGG TACTTCTTGA TACCAATTAC 
AACTTGTTTT ACTGGTATGA GGGCTTGGAT CATGCATTAA ATATATTTGG AAACAGTGTG 
TTGATTACAT CAAGGCTGAT GGACAAAATA TAGGATGCAG ATTTCCCTAT TTGGCAATAA 


60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 


780 



WO 97/20926 


42 


PCT/FR96/01756 


AGGAGCAGTG AGGCATCAGA CTATAAAGAT TTCTATATTT GTGTTAATGG ATCATCAGAG 840 

AACAAGCCTG AAATATCAAG GAATCAGATC CAGTTATTTC ACTTTTCAGC TTC AAAATAT 900 

AGTTAAACCT TTGCCGCCAG TCAGTTGGAA ATATCTTACT TTTACTCGGG AGAGTTCATG 960 

TGAAATTAAG CTGAAATGGA GCATACCTTT GTTTAGGCGT GGACCTATTC CAGCAAGGTG 1020 

TTTTGATTAT GAAATTGAGA TCAGAGAAGA TGATACTACC GAAAGCATGG AGGAATTTTG 1080 

GTGACTGCTA CAGTTGAAAA TGAAACATAC ACCTTGAAAA CAACAAATGA AACCCGAATA 1140 

ATAGAGTTTT TAGTAGCAAT TATGCTTTGT AGTAAGAAGC AAAGTGAATA TTTATTGCTC 1200 

AGATGACGGA ATTTGGGCAA AGAATCAAGT AGTGAGTGGA GTGATAAACA ATGCTGGGAA 1260 

GGTGAAGACC TATCGAAGAA AACTTTGCTA GTAGCTGGGA TCGTTTCTGG CTACCATTTG 1320 

GTTTCATCTT AATATTAGTT ATATTTGTAA CCGGTCTGCT TAGTGAATGT TGCGTAAGCC 1380 

AAACACCTAC CCAAAAATGA TTCCAGAATT TTTCTGTGAT ACATGAAGAA GATTTGCATC 1440 

TTTCCATATC AAGAGACATG GTATTGACTC AACAGTTTCC AGTC ATGGC C AAATGTTCAA 1500 

TATGAGTCTC AATAAACTGA ATTTTTCTTG CGAATGTTG 1539 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 380 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 


(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 


Met 

1 

Ala 

Phe 

Val 

Cys 

5 

Leu 

Ala 

lie 

Gly 

Cys 

10 

Leu 

Tyr 

Thr 

Phe 

Leu 

15 

lie 

Ser 

Thr 

Thr 

Phe 

20 

Gly 

Cys 

Thr 

Ser 

Ser 

25 

Ser 

Asp 

Thr 

Glu 

lie 

30 

Lys 

Val 

Asn 

Pro 

Pro 

35 

Gin 

Asp 

Phe 

Glu 

lie 

40 

Val 

Asp 

Pro 

Gly 

Tyr 

45 

Leu 

Gly 

Tyr 

Leu 

Tyr 

50 

Leu 

Gin 

Trp 

Gin 

Pro 

55 

Pro 

Leu 

Ser 

Leu 

Asp 

60 

His 

Phe 

Lys 

Glu 

Cys 

65 

Thr 

Val 

Glu 

Tyr 

Glu 

70 

Leu 

Lys 

Tyr 

Arg 

Asn 

75 

lie 

Gly 

Ser 

Glu 

Thr 

80 

Trp 

Lys 

Thr 

He 

lie 

85 

Thr 

Lys 

Asn 

Leu 

His 

90 

Tyr 

Lys 

Asp 

Gly 

Phe 

95 

Asp 

Leu 

Asn 

Lys 

Gly 

100 

lie 

Glu 

Ala 

Lys 

lie 

105 

His 

Thr 

Leu 

Leu 

Pro 

110 

Trp 

Gin 

Cys 

Thr 

Asn 

115 

Gly 

Ser 

Glu 

Val 

Gin 

120 

Ser 

Ser 

Trp 

Ala 

Glu 

125 

Thr 

Thr 

Tyr 
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Trp lie Ser Pro Gin Gly lie Pro Glu Thr Lys Val Gin Asp Met Asp 



130 





135 





140 





Cys 

145 

Val 

Tyr 

Tyr 

Asn 

Trp 

150 

Gin 

Tyr 

Leu 

Leu 

Cys 

155 

Ser 

Trp 

Lys 

Pro 

Gly 

160 

lie 

Gly 

Val 

Leu 

Leu 

165 

Asp 

Thr 

Asn 

Tyr 

Asn 

170 

Leu 

Phe 

Tyr 

Trp 

Tyr 

175 

Glu 

Gly 

Leu 

Asp 

His 

180 

Ala 

Leu 

Gin 

Cys 

Val 

185 

Asp 

Tyr 

lie 

Lys 

Ala 

190 

Asp 

Gly 

Gin 

Asn 

lie 

195 

Gly 

Cys 

Arg 

Phe 

Pro 

200 

Tyr 

Leu 

Glu 

Ala 

Ser 

205 

Asp 

Tyr 

Lys 

Asp 

Phe 

210 

Tyr 

lie 

Cys 

Val 

Asn 

215 

Gly 

Ser 

Ser 

Glu 

Asn 

220 

Lys 

Pro 

lie 

Arg 

Ser 

225 

Ser 

Tyr 

Phe 

Thr 

Phe 

230 

Gin 

Leu 

Gin 

Asn 

lie 

235 

Val 

Lys 

Pro 

Leu 

Pro 

240 

Pro 

Val 

Tyr 

Leu 

Thr 

245 

Phe 

Thr 

Arg 

Glu 

Ser 

250 

Ser 

Cys 

Glu 

lie 

Lys 

255 

Leu 

Lys 

Trp 

Ser 

lie 

260 

Pro 

Leu 

Gly 

Pro 

lie 

265 

Pro 

Ala 

Arg 

Cys 

Phe 

270 

Asp 

Tyr 

Glu 

lie 

Glu 

275 

lie 

Arg 

Glu 

Asp 

Asp 

280 

Thr 

Thr 

Leu 

Val 

Thr 

285 

Ala 

Thr 

Val 

Glu 

Asn 

290 

Glu 

Thr 

Tyr 

Thr 

Leu 

295 

Lys 

Thr 

Thr 

Asn 

Glu 

300 

Thr 

Arg 

Gin 

Leu 

Cys 

305 

Phe 

Val 

Val 

Arg 

Ser 

310 

Lys 

Val 

Asn 

lie 

Tyr 

315 

Cys 

Ser 

Asp 

Asp 

Gly 

320 

He 

Trp 

Ser 

Glu 

Trp 

325 

Ser 

Asp 

Lys 

Gin 

Cys 

330 

Trp 

Glu 

Gly Glu 

Asp 

335 

Leu 

Ser 

Lys 

Lys 

Thr 

340 

Leu 

Leu 

Arg 

Phe 

Trp 

345 

Leu 

Pro 

Phe 

Gly 

Phe 

350 

lie 

Leu 

lie 

Leu 

Val 

355 

lie 

Phe 

Val 

Thr 

Gly 

360 

Leu 

Leu 

Leu 

Arg 

Lys 

365 

Pro 

Asn 

Thr 

Tyr 

Pro 

370 

Lys 

Met 

lie 

Pro 

Glu 

375 

Phe 

Phe 

Cys 

Asp 

Thr 

380 






(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4009 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

< iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: RENAL 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

TCAGCCCGGC CGGGCTCCGA GGCGAGAGGC TGCATGGAGT GGC CGGCGCG GCTCTGCGGG 
CTGTGGGCGC TGCTGCTCTG CGCCGGCGGC GGGGGCGGGG GCGGGGGCGC CGCGCCTACG 
GAAACTCAGC CACCTGTGAC AAATTTGAGT GTCTCTGTTG AAAACCTCTG CACAGTAATA 
tggacatgga ATCCACCCGA GGGAGCCAGC TCAAATTGTA GTCTATGGTA ttttagtcat 
tttggcgaca aacaagataa gaaaatagct ccggaaactc gtcgttcaat agaagtaccc 

CTGAATGAGA GGATTTGTCT GCAAGTGGGG TCCCAGTGTA GCACCAATGA GAGTGAGAAG 
CCTAGCATTT TGGTTGAAAA ATGCATCTCA CCCCCAGAAG GTGATC CTG A GTCTGCTGTG 
ACTGAGCTTC AATGCATTTG GCACAACCTG AGCTACATGA AGTGTTCTTG GCTCCCTGGA 
AGGAATACCA GTCCCGACAC TAACTATACT CTCTACTATT GGCACAGAAG CCTGGAAAAA 
ATTCATCAAT GTGAAAACAT CTTTAGAGAA GGCCAATACT TTGGTTGTTC CTTTGATCTG 

accaaagtga aggattccag ttttgaacaa cacagtgtcc aaataatggt caaggataat 

GCAGGAAAAA TTAAACCATC CTTCAATATA GTGCCTTTAA CTTCCCGTGT GAAACCTGAT 
CCTCCACATA TTAAAAACCT CTCCTTCCAC AATGATGACC TATATGTGCA ATGGGAGAAT 
CCACAGAATT TTATTAGCAG ATGCCTATTT TATGAAGTAG AAGTCAATAA CAGCCAAACT 

gagacacata atgttttcta cgtccaagag GCTAAATGTG agaatccaga atttgagaga 

AATGTGGAGA ATACATCTTG TTTCATGGTC CCTGGTGTTC TTC CTGATAC TTTGAACACA 
GTCAGAATAA GAGTCAAAAC AAATAAGTTA TGCTATGAGG ATGACAAACT CTGGAGTAAT 
TGGAGCCAAG AAATGAGTAT AGGTAAGAAG CGCAATTCCA CACTCTACAT AACCATCTTA 
CTCATTGTTC CAGTCATCGT CGCAGGTGCA ATCATAGTAC TCCTGCTTTA CCTAAAAAGG 
CTCAAGATTA TTATATTCCC TCCAATTCCT GATCCTGGCA AGATTTTTAA AGAAATGTTT 

ggagaccaga atgatgatac tctgcactgg aagaagtacg acatctatca gaagcaaacc 
aaggaggaaa ccgactctgt agtgctgata gaaaacctga agaaagcctc tcagtcatgg 
agataattta tttttacctt cactgtgacc ttgagaagat tcttcccatt ctccatttgt 
tatctgggaa cttattaaat ggaaactgaa actactccac catttaaaaa caggcagctc 
ataagagcca caggtcttta ogttgagtcg cgcaccgaaa aactaaaaat aatcggcgct 
ttggagaaga gtgtggagtc attctcattg aattataaaa gccagcaggc ttcaaactag 

GGGACAAAGC AAAAAGTGAT GATAGTGGTG GAGTTAATCT TATCAAGAGT TGTGACAACT 

tcctgaggga tctatacttg ctttgtgttc tttgtgtcaa caigaacaaa ttttatttct 
aggggaactc ATTTGGGGTG caaatgctaa tctcaaactt gagtcacaaa gaacaigtag 
aaaacaaaat ggataaaatc tgataigtat tgttigggat cctattgaac catgtttctc 

GCTATTAAAA CTCTTTTAAC AGTCTGGGCT GGGTCCGGTG GCTCACGCCT GTAATCCCAG 
CAATTTGGGA GTCCGAGGCG GGCGGATCAC TCGAGGTCAG GAGTTCCAGA CCAGCCTGAC 
CAAAATGGTG AAACCTCCTC TCTACTAAAA CTACAAAAAT TAACTGGGTG TGGTCGCGCG 
TGCCTGTAAT CCCAGCTACT CGGGAAGCTG AGGCAGGTGA ATTGTTTGAA CCTGGGAGGT 


60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 


2040 
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GGAGGTTGCA GTGAGCAGAG ATCACACCAC TGCACTCTAG CCTGGGTGAC AGAGCAAGAC 2100 
TCTGTC TAAA AAACAAAACA AAACAAAACA AAACAAAAAA AC CTCTTAAT ATTCTGGAGT 2160 
CATCATTCCC TTCGACAGCA TTTTCCTCTG CTTTGAAAGC CCCAGAAATC AGTGTTGGCC 2220 
ATGATGACAA CTACAGAAAA ACCAGAGGCA GCTTCTTTGC CAAGACCTTT CAAAGCCATT 2280 
TTAGGC TGTT AGGGGCAGTG GAGGTAGAAT GACTCCTTGG GTATTAGAGT TTCAACCATG 2340 
AAGTCTCTAA CAATGTATTT TCTTCACCTC TGCTACTCAA GTAGCATTTA CTGTGTCTTT 2400 
GGTTTGTGCT AGGCCCCCGG GTGTGAAGCA CAGACCCCTT CCAGGGGTTT ACAGTCTATT 2460 
TGAGACTCCT CAGTTCTTGC CACTTTTTTT TTTAATCTCC ACCAGTCATT TTTCAGACCT 2520 
TTTAACTCCT CAATTCCAAC ACTGATTTCC CCTTTTGCAT TCTCCCTCCT TCCCTTCCTT 2580 
GTAGCCTTTT GACTTTCATT GGAAATTAGG ATGTAAATCT GCTCAGGAGA CCTGGAGGAG 2640 
CAGAGGATAA TTAGCATCTC AGGTTAAGTG TGAGTAATCT GAGAAACAAT GACTAATTCT 2700 
TGCATATTTT GTAACTTCCA TGTGAGGGTT TTCAGCATTG ATATTTGTGC ATTTTCTAAA 2760 
CAGAGATGAG GTGGTATCTT CACGTAGAAC ATTGGTATTC GCTTGAGAAA AAAAGAATAG 2820 
TTGAACCTAT TTCTCTTTCT TTACAAGATG GGTCCAGGAT TCCTCTTTTC TCTGCCATAA 2880 
ATGATTAATT AAATAGCTTT TGTGTCTTAC ATTGGTAGCC AGCCAGCCAA GGCTCTGTTT 2940 
ATGCTTTTGG GGGGCATATA TTGGGTTCCA TTCTCACCTA TCCACACAAC ATATC CGTAT 3000 
ATATCCCCTC TACTCTTACT TCCCCCAAAT TTAAAGAAGT ATGGGAAATG AGAGGCATTT 3060 
CCCCCACCCC ATTTCTCTCC TCACACACAG ACTCATATTA CTGGTAGGAA CTTGAGAACT 3120 
TTATTTCCAA GTTGTTCAAA CATTTACCAA TCATATTAAT ACAATGATGC TATTTGCAAT 3180 
TCCTGCTCCT AGGGGAGGGG AGATAAGAAA CCCTCACTCT CTACAGGTTT GGGTACAAGT 3240 
GGCAAC CTGC TTCCATGGCC GTGTAGAAGC ATGGTGCCCT GGCTTCTCTG AGGAAGCTGG 33 00 
GGTTCATGAC AATGGCAGAT GTAAAGTTAT TCTTGAAGTC AGATTGAGGC TGGGAGACAG 3360 
CCGTAGTAGA TGTTCTACTT TGTTCTGCTG TTCTCTAGAA AGAATATTTG GTTTTCCTGT 3420 
ATAGGAATGA G ATT AATTC C TTTC CAGGTA TTTTATAATT CTGGGAAGCA AAACCCATGC 3480 
CTCCCCCTAG CCATTTTTAC TGTTATCCTA TTTAGATGGC CATGAAGAGG ATGCTGTGAA 3540 
ATTCCCAACA AACATTGATG CTGACAGTCA TGCAGTCTGG GAGTGGGGAA GTGATCTTTT 3600 
GTTCCCATCC TCTTCTTTTA GCAGTAAAAT AGCTGAGGGA AAAGGGAGGG AAAAGGAAGT 3660 
TATGGGAATA CCTGTGGTGG TTGTGATCCC TAGGTCTTGG GAGCTCTTGG AGGTGTCTGT 3720 
ATCAGTGGAT TTCCCATCCC CTGTGGGAAA TTAGTAGGCT CATTTACTGT TTTAGGTCTA 3780 
GCCTATGTGG ATTTTTTCCT AACATACCTA AGCAAACCCA G TGTCAGG AT GGTAATTCTT 3840 
ATTCTTTCGT TCAGTTAAGT TTTTCCCTTC ATCTGGGCAC TGAAGGGATA TGTGAAACAA 3900 
TGTTAACATT TTTGGTAGTC TTCAACCAGG GATTGTTTCT GTTTAACTTC TTATAGGAAA 3960 
GCTTGAGTAA AATAAATATT GTCTTTTTGT ATGTCACCCA AAAAAAAAA 


4009 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 427 acides amines 
< B ) TYPE : ac ide amine 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 


(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 


Met 

1 

Glu 

Trp 

Pro 

Ala 

5 

Arg 

Leu 

Cys 

Gly 

Leu 

10 

Trp 

Ala 

Leu 

Leu 

Leu 

15 

Cys 

Ala 

Gly 

Gly 

Gly 

20 

Gly 

Gly 

Gly 

Gly 

Gly 

25 

Ala 

Ala 

Pro 

Thr 

Glu 

30 

Thr 

Gin 

Pro 

Pro 

Val 

35 

Thr 

Asn 

Leu 

Ser 

Val 

40 

Ser 

Val 

Glu 

Asn 

Leu 

45 

Cys 

Thr 

Val 

He 

Trp 

50 

Thr 

Trp 

Asn 

Pro 

Pro 

55 

Glu 

Gly 

Ala 

Ser 

Ser 

60 

Asn 

Cys 

Ser 

Leu 

Trp 

65 

Tyr 

Phe 

Ser 

His 

Phe 

70 

Gly 

Asp 

Lys 

Gin 

Asp 

75 

Lys 

Lys 

lie 

Ala 

Pro 

80 

Glu 

Thr 

Arg 

Arg 

Ser 

85 

lie 

Glu 

Val 

Pro 

Leu 

90 

Asn 

Glu 

Arg 

lie 

Cys 

95 

Leu 

Gin 

Val 

Gly 

Ser 

100 

Gin 

Cys 

Ser 

Thr 

Asn 

105 

Glu 

Ser 

Glu 

Lys 

Pro 

110 

Ser 

lie 

Leu 

Val 

Glu 

115 

Lys 

Cys 

lie 

Ser 

Pro 

120 

Pro 

Glu 

Gly 

Asp 

Pro 

125 

Glu 

Ser 

Ala 

Val 

Thr 

130 

Glu 

Leu 

Gin 

Cys 

He 

135 

Trp 

His 

Asn 

Leu 

Ser 

140 

Tyr 

Met 

Lys 

Cys 

Ser 

145 

Trp 

Leu 

Pro 

Gly 

Arg 

150 

Asn 

Thr 

Ser 

Pro 

Asp 

155 

Thr 

Asn 

Tyr 

Thr 

Leu 

160 

Tyr 

Tyr 

Trp 

His 

Arg 

165 

Ser 

Leu 

Glu 

Lys 

lie 

170 

His 

Gin 

Cys 

Glu 

Asn 

175 

lie 

Phe 

Arg 

Glu 

Gly 

180 

Gin 

Tyr 

Phe 

Gly 

Cys 

185 

Ser 

Phe 

Asp 

Leu 

Thr 

190 

Lys 

Val 

Lys 

Asp 

Ser 

195 

Ser 

Phe 

Glu 

Gin 

His 

200 

Ser 

Val 

Gin 

lie 

Met 

205 

Val 

Lys 

Asp 

Asn 

Ala 

210 

Gly 

Lys 

lie 

Lys 

Pro 

215 

Ser 

Phe 

Asn 

lie 

Val 

220 

Pro 

Leu 

Thr 

Ser 

Arg 

225 

Val 

Lys 

Pro 

Asp 

Pro 

230 

Pro 

His 

lie 

Lys 

Asn 

235 

Leu 

Ser 

Phe 

His 

Asn 

240 

Asp 

Asp 

Leu 

Tyr 

Val 

245 

Gin 

Trp 

Glu 

Asn 

Pro 

250 

Gin 

Asn 

Phe 

lie 

Ser 

255 

Arg 

Cys 

Leu 

Phe 

Tyr 

260 

Glu 

Val 

Glu 

Val 

Asn 

265 

Asn 

Ser 

Gin 

Thr 

Glu 

270 

Thr 

His 
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Asn 

Val 

Phe 

275 

Tyr 

Val 

Gin 

Glu 

Ala 

280 

Arg 

Asn 

290 

Val 

Glu 

Asn 

Thr 

Ser 

295 

Cys 

Asp 

305 

Thr 

Leu 

Asn 

Thr 

Val 

310 

Arg 

lie 

Tyr 

Glu 

Asp 

Asp 

Lys 

325 

Leu 

Trp 

Ser 

Gly 

Lys 

Lys 

Arg 

340 

Asn 

Ser 

Thr 

Leu 

Pro 

Val 

He 

355 

Val 

Ala 

Gly Ala 

lie 

360 

Arg 

Leu 

370 

Lys 

lie 

lie 

lie 

Phe 

375 

Pro 

Phe 

385 

Lys 

Glu 

Met 

Phe 

Gly Asp 
390 

Gin 

Lys 

Tyr 

Asp 

lie 

Tyr 

405 

Glu 

Lys 

Gin 


47 








Lys 

Cys 

Glu 

Asn 

Pro 

285 

Glu 

Phe 

Glu 

Phe 

Met 

Val 

Pro 

300 

Gly Val 

Leu 

Pro 

Arg 

Val 

Lys 

315 

Thr 

Asn 

Lys 

Leu 

Cys 

320 

Asn 

Trp 

330 

Ser 

Gin 

Glu 

Met 

Ser 

335 

lie 

Tyr 

345 

lie 

Thr 

Met 

Leu 

Leu 

350 

lie 

Val 

lie 

Val 

Leu 

Leu 

Leu 

365 

Tyr 

Leu 

Lys 

Pro 

lie 

Pro 

Asp 

380 

Pro 

Gly 

Lys 

lie 

Asn 

Asp 

Asp 

395 

Thr 

Leu 

His 

Trp 

Lys 

400 

Thr 

Lys 

410 

Glu 

Glu 

Thr 

Asp 

Ser 

415 

Val 


Val Leu lie Glu Asn Leu Lys Lys Ala 
420 425 


Ser Gin 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 

5 parmi : 

a) la sequence S£Q ID n° 2, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 2. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 

10 sequence d'acides amines SEQ ID n° 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme variante du polypeptide de sequence SEQ ID n°2 dans laquelle les 
8 residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus suivants : 

15 VRCVTL. 

4. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement jusqu'au 
residu 337. 

20 

5. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
l'une quelconque des revendicationsl a 4. 

6. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication S, caracterisee 

25 en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n° 1 et codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur 3 de l'IL-13, 
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c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du fait 
de la degenerescence du code genetique. 

7. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 6, caracterisee en ce 
5 qu'elle comprend ou est constitute par l'enchainement de nucleotides 

s'etendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1081 et 
preferentiellement jusqu'au nucleotide 1063 sur la sequence SEQ ID 
n° 1. 

10 8. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 

parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 4, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 4. 

15 9. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend la 

sequence d'acides amines SEQ ID n° 4. 

10. Polypeptide selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement 

20 jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 

11. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
1'une quelconque des revendications 8 a 10. 

25 12. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication 11, caracte- 

risee en ce qu'elle est choisie parmi : 
a) la sequence SEQ ID n°3, 
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b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n° 3 et codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur a de l'IL-13, 

c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du 
fait de la degenerescence du code genetique. 

13. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 12, caracterisee en 
ce qu'elle comprend ou est constitute par l'enchainement de nucleotides 
setendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1059, et 

preferentiellement jusqu'aux nucleotides compris entre 1041 et 1056 sur 
la sequence SEQ ID n° 3. 


14. Vecteur de clonage et/ou d'expression contenant une sequence d'acides 
nucleiques selon 1'une quelconque des revendications 5a7etllal3. 

15. Vecteur selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il s'agit du 
plasmidePSE-1. 

16. Cellule hote transferee par un vecteur selon la revendication 14 ou 15. 

17. Cellule hate transfectee selon la revendication 16, caractfrisee en ce qu'il 
s'agit d'une cellule de la lignee COS-7, COS-3 ou CHO. 

18. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle hybride specifiquement 
avec l'une quelconque des sequences selon les revendications 5 a 7, leurs 
sequences complementaires ou les ARN messagers correspondents. 
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19. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 10 nucleotides. 

20. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comprend 

5 l'integralite de la sequence SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

21. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu’elle hybride specifiquement 
avec l’une quelconque des sequences selon les revendications 11 a 13, 
leurs sequences complementaires ou les ARN messagers 

10 correspondants. 

22. Sonde selon la revendication 21, caracterisee en ce qu’elle comporte au 
moins 10 nucleotides 

15 

23. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu’elle comprend l’integralite de 
la SEQ ID n°3 ou de son brin complementaire. 

24. Sequence antisens capable d'inhiber, au moins partiellement, la 

20 production de polypeptides selon Tune quelconque des revendications 1 

a 4 et 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
constituant le cadre de lecture codant pour un polypeptide selon l'une 
quelconque des revendications Ia4et8al0au niveau du transcript. 

25 25. Utilisation d'une sequence selon l'une quelconque des revendications 5 a 

7 et 11 a 13, pour la realisation de sondes nucleotidiques de diagnostic 
ou de sequences antisens utilisables en therapie genique. 
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26. Utilisation d'une sonde selon l'une quelconque des revendications 18 
a 23, comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par hybri- 
dation, des sequences d'acides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10, dans des 
echantillons biologiques, ou pour la mise en evidence de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d'heterozygotie 
ou le rearrangement genetique. 

27. Utilisation d'une sonde selon l'une quelconque des revendications 18 
a 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

* 

28. Methode de diagnostic IN VITRO pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau des sequences d'acides 
nucleiques codant pour un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 4 ou 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 19 a 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe d'hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres 

une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleoti- 
dique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequen9age de la sequence nucleotidique formant le 
complexe d'hybridation avec la sonde de 1'invention. 

29. Utilisation d'une sequence d'acides nucleiques selon l'une quelconque des 
revendications 5 a 7 et 11 a 13 pour la production d'un polypeptide 
recombinant selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 
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30. Methode de production d'un polypeptide recombinant recepteur de l'EL- 

13, caracterisee en ce que l'on cultive des cellules transferees selon la 
revendication 16 ou 17 dans des conditions permettant l'expression d'un 
polypeptide recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ 

5 ID n° 4 ou derivee, et que l'on recupere ledit polypeptide recombinant. 

3 1 . Anticorps mono ou polyclonaux, anticorps conjugues, ou leur fragments, 
caractdrises en ce qu'ils sont capables de reconnaitre specifiquement un 
polypeptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 

10 

32. Utilisation des anticorps selon la revendication precedente, pour la 
purification ou la detection d'un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications Ia4et8al0 dans un echantillon biologique. 

15 33. Precede de diagnostic IN VITRO de pathologies correlees a une 

expression anormale du recepteur de l'IL-13, a partir de prelevements 
biologiques susceptibles de contenir le recepteur de i'IL-13 exprime a un 
taux anormal, caracterise en ce que l'on met en contact au moins un 
anticorps selon la revendication 31 avec ledit prelevement biologique, 

20 dans des conditions permettant la formation eventuelle de complexes 

immunologiques specifiques entre le recepteur de l'IL-13 et le ou lesdits 
anticorps et en ce que l'on detecte les complexes immunologiques 
specifiques eventuellement formes. 

25 34. Kit pour le diagnostic IN VITRO d'une expression anormale du recepteur 

de l'IL-13 dans un prelevement biologique et/ou pour la mesure du taux 
d'expression du recepteur de l'IL-13 dans ledit prelevement comprenant 
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au moins un anticorps specifique du recepteur de 1TL-13 selon la 
revendication 31, eventuellement fixe sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de complexes 
antigenes/anticorps specifiques entre le recepteur de l'IL-13 et ledit 
anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

35. Methode pour l'identification et/ou l'isolement de polypeptides selon la 
revendication 1 ou 8, ou d'agents capables de moduler leur activite, 
caracterisee en ce que Ton met en contact un compose ou un melange 
contenant differents composes, eventuellement non-identifies, avec des 
cellules exprimant a leur surface un polypeptide selon la revendication 1 
ou 8, dans des conditions permettant l'interaction entre le polypeptide et 
ledit compose dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le 
polypeptide, et en ce que Ton detecte et/ou isole les composes lies au 
polypeptide ou ceux capables d'en moduler l'activite biologique. 

36. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel que defini dans les 
revendications 1 a 4 ou 8 a 10 susceptible d'etre obtenu selon la 
methode de la revendication 35. 

37. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10. 

38. Composition pharmaceutique selon la revendication precedente, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide selon la 
revendication 4 ou 10. 
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39. Utilisation d'un polypeptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 4, pour le criblage d'agents capables de moduler l'activite de 
lTL-13Rp. 

5 40. Utilisation d’un polypeptide selon l’un quelconque des revendications 8 a 

10 pour le criblage d’agents capables de moduler l’activite de l’IL-13Ra 


41. Utilisation d'un polypeptide selon l'une quelconque des revendications 1 
10 a 4, pour la fabrication de produits capables de moduler l'activite de l'IL- 

13RP. 


42. Utilisation d’un polypeptide selon l’une quelconque des revendications 8 
a 10 pour la fabrication de produits capables de moduler l’activite de 
15 l’IL-13Ra. 


43. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 4 ou 10 pour la 
synthese d’un medicament a effet antagoniste de l'IL-13. 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

[recues par le Bureau International le 16 avril 1997 (16.04.97), 
revendication 28 modifi§e; autres revendications inchangees (1 page)J 

26. U tilisati on d'une sonde selon l'une quelconque des revendications 18 
a 23, comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par hybri- 
dation, des sequences d'acides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10, dans des 

5 echantillons biologiques, ou pour la mise en evidence de syntheses 

aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d'heterozygotie 
ou le rearrangement genetique. 

27. Utilisation d'une sonde selon l'une quelconque des revendications 18 

10 a 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

28. Methode de diagnostic IN VITRO pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau des sequences d'acides 
nucleiques codant pour un polypeptide selon l'une quelconque des 

15 revendications 1 a 4 ou 8 £ 10, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucldotidique selon l'une quelconque 
des revendications 18 £ 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettanl la formation d*un complexe d'hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres 

20 une etape prealable ^amplification de la susdite sequence nucleoti- 

dique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequenfage de la sequence nucleotidique formant le 
complexe d'hybridation avec la sonde de l'invention. 

25 

29. Utilisation d'une sequence d'acides nucleiques selon l'une quelconque des 
revendications 5 a 7 et 11 a 13 pour la production d'un polypeptide 
recombinant selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 


FEUILLE M0DIFIEE (ARTICLE 19) 



